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1. DEFINICIÓN Y EPIDEMIOLOGÍA DEL 
MELANOMA 
 
El melanoma maligno es una proliferación neoplásica 
originada a partir de la transformación maligna de los melanocitos 
como consecuencia de la acumulación de alteraciones genéticas 
adquiridas y/o heredadas. El melanocito,  que deriva de células 
pluripontenciales de la cresta neural, migra hacia la epidermis, la úvea 
y el folículo piloso durante la embriogénesis. Su principal papel es la 
producción de melanina, que protege al ADN de las células de la piel 
contra el daño producido por la radiación ultravioleta (UV).  
 
Más del 90% de los melanomas primarios se localizan en la 
piel, y con mucha menor frecuencia en mucosas, retina y tracto uveal, 
oído interno, y sistema nervioso central. Aunque se presenta en 
individuos de cualquier edad, su incidencia aumenta progresivamente 
hasta los 50 años, con una curva bimodal entre los 40 y 55 años, y a 
partir de los 70. El desarrollo de un melanoma es infrecuente durante 
la infancia (1-4% del total de melanomas) (Sáenz et al., 2005).  
 
El melanoma representa menos del 5% del total de cánceres 
cutáneos; sin embargo, en los últimos años se ha producido un 
crecimiento exponencial de su incidencia en Europa, Estados Unidos y 
Canadá (Apalla et al., 2017). De hecho, el ritmo anual de crecimiento 
se sitúa en un 3-7% en los países de raza blanca (Diepgen et al., 
2002). A nivel mundial, las tasas de incidencia más altas se 
encuentran en Australia y Nueva Zelanda, con cifras de hasta 50 casos 
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por 100.000 habitantes/año. En Europa la incidencia varía mucho en 
función de los países, con mayores tasas en los países del norte de 
Europa (en torno a 20 casos por 100.000 habitantes/año). Estas 
diferencias se basan por un lado en la distinta localización geográfica 
de los países dentro de Europa, pero también en las diferencias de los 
sistemas nacionales de registro. En España, aunque son escasos los 
datos al respecto, un metaanálisis reciente ha descrito tasas de 
incidencia global de melanoma invasivo de 8,76 casos por cada 
100.000 habitantes al año (Tejera-Vaquerizo et al.,  2016); si bien en 
determinadas regiones como la mediterránea se han registrado 
incidencias de 17,5 casos por 100.000 habitantes al año (Fernández-
Canedo et al.,  2014).  
 
Con respecto a la mortalidad, el melanoma es el responsable de 
más del 90% de las muertes producidas por cáncer de piel. En los 
últimos años, la tasa de mortalidad por melanoma ha aumentado, sin 
embargo este aumento ha resultado menos elevado que el de la 
incidencia. Las tasas de mortalidad más altas se registran en 
Australia/Nueva Zelanda (3,5 por 100.000 habitantes), seguido de 
Estados Unidos (1,7 por 100.000 habitantes) y Europa (1,5 por 
100.000 habitantes). Concretamente en España, las muertes por 
melanoma suponen el 2% de las muertes por cáncer (Bosetti et al.,  
2004), con una tasa de mortalidad de 1,76 por 100.000 habitantes en 




2. CLASIFICACIÓN Y ESTADIFICACIÓN DEL 
MELANOMA 
 
2.1. CLASIFICACIÓN CLÍNICO-PATOLÓGICA DEL 
MELANOMA 
 
La clasificación clásica del melanoma establece cuatro 
subtipos principales: melanoma de extensión superficial (MES), 
melanoma nodular (MN), léntigo maligno melanoma (LMM),  y 
melanoma lentiginoso acral (MLA) (Figura 1) (Clark et al., 1986). 
Otros subtipos menos frecuentes incluyen el melanoma mucoso, el 
desmoplásico, el spitzoide y el tipo animal o equino.  Esta 
clasificación se basa principalmente en la presentación clínica e 
histopatológica, y el patrón de crecimiento del melanoma; sin 
embargo, la utilidad de esta clasificación es limitada ya que de forma 
independiente carece de valor pronóstico.  
 
La forma más frecuente es el MES, que representa el 70% de 
todos los melanomas cutáneos. Se diagnostica con mayor frecuencia 
entre los 30 y los 50 años. Clínicamente se presenta como una lesión 
de bordes irregulares, policromática, plana o ligeramente 
sobreelevada, en la que puede aparecer un nódulo. Aparece 
generalmente en áreas de exposición solar intermitente, siendo más 
frecuente en el tronco en los varones y en las extremidades inferiores 
en las mujeres.  Se caracteriza por una primera fase de crecimiento 
radial, limitada a la epidermis o zonas focales de la dermis papilar; y 
en algunos casos por una segunda fase de crecimiento vertical, que 
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clínicamente se asocia a la aparición de un nódulo sobre la lesión 
















Figura 1: Clasificación clásica del melanoma en cuatro subtipos. A: MES; B: 
LMM; C; MN; D: MLA.  
 
 
El MN es el segundo tipo más frecuente de melanoma, 
representando el 15-30%. Se localiza fundamentalmente en el tronco, 
extremidades superiores, cabeza y cuello.  Se diferencia del MES en 
que no presenta la fase de crecimiento radial en más de tres procesos 
interpapilares.  Desde el punto de vista clínico suele ser una lesión 
nodular azulada, negra o amelanótica, que en ocasiones se ulcera y 




El LMM representa un 15% del total de los melanomas y suele 
presentarse en pacientes de edad más avanzada (generalmente de la 
sexta a la octava década de la vida).   Es característica su localización 
en áreas de daño solar crónico, especialmente la cara.  Evoluciona 
lentamente a lo largo de los años y se presenta como una lesión plana, 
asimétrica, mal delimitada y policromática. Se denomina lentigo 
maligno (LM) cuando es exclusivamente intraepidérmico, y lentigo 
melanoma maligno (LMM), cuando presenta también una fase de 
crecimiento vertical con invasión de la dermis.  
 
El MLA es el tipo menos frecuente, constituyendo del 5 al 
10% de todos los melanomas. Afecta típicamente a las palmas, plantas 
y aparato ungueal. Puede presentarse como una lesión macular 
pigmentada asimétrica, una pigmentación de la lámina ungueal, y, 
ocasionalmente, como un nódulo ulcerado amelanótico. Carece de 
relación con la exposición solar. Su incidencia es similar en todas las 
razas, pero dado que los grupos étnicos más pigmentados, africanos y 
asiáticos, no suelen desarrollar los otros tres tipos de melanoma que 
están relacionados con el daño solar, el MLA es el tipo más frecuente 
en estas razas (70% en la raza negra y 45% en asiáticos) (Nestle et al., 





2.2. CLASIFICACIÓN TNM Y ESTADIFICACIÓN DEL 
MELANOMA 
 
El  nuevo  sistema  de  estadificación  del melanoma se realiza 
siguiendo las recomendaciones establecidas por la American Joint 
Committee on Cancer (AJCC; 8ª edición) (Gershenwald et al.,  2017). 
La estadificación se basa en la clasificación TNM (Tumor, Node, 
Metastasis) que incluye parámetros histopatológicos con valor 
pronóstico del tumor primario (T), la presencia de metástasis 
regionales (N), y/o la presencia de metástasis a distancia (M) (Tabla 
1).  
 
Clasificación del tumor primario (T):  
 
Los principales criterios para la clasificación T del melanoma, 
son el índice de Breslow y la presencia de ulceración; siendo ambos 
los factores pronósticos más importantes del tumor primario. El índice 
de Breslow es considerado el factor pronóstico más relevante en el 
melanoma localmente invasivo. Su medición (en mm) se realiza desde 
la capa granulosa de la epidermis suprayacente o la base de la 
ulceración superficial hasta la porción más profunda de las células 
malignas que invaden la dermis (Breslow et al, 1970). La presencia de 
ulceración histológica hace referencia a la pérdida total del grosor 
epidérmico inducida por el tumor subyacente. Es un factor pronóstico 
independiente que modifica significativamente la supervivencia 
asociada al melanoma. La octava edición de la AJCC ya no 
recomienda utilizar como criterios de estadificación otros parámetros 
del tumor primario incluidos en ediciones anteriores, como el nivel de 
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Clark y el índice mitótico (IM) (Balch et al., 2001; Balch et al.,  2009; 
X). Ambos criterios han demostrado no ser un factor pronóstico 
independiente en el análisis multivariante (Gershenwald et al.,  2017).  
 
La nueva clasificación también tiene en cuenta  aquellos 
tumores en los que no ha sido posible medir correctamente el índice 
de Breslow (Tx), y a los melanomas primarios desconocidos o 
completamente regresados (T0).  
 
Clasificación de la enfermedad linfática regional (N):  
 
La clasificación N otorga información acerca del estado de los 
ganglios linfáticos regionales, así como de la presencia de metástasis 
intralinfáticas en forma de microsatelitosis, satelitosis (a < 2 cm del 
tumor) y/o de metástasis en tránsito (a > 2 cm del tumor). Esta 
clasificación tiene en cuenta el número de ganglios regionales con 
metástasis y la carga tumoral en los ganglios, dividida como 
enfermedad “clínicamente detectable”, o macroscópica según la 
séptima edición de la AJCC, (afectación ganglionar clínicamente 
palpable o detectable en las pruebas de imagen, con/sin confirmación 
histológica) y “clínicamente oculta”, o microscópica según la séptima 
edición, (únicamente detectable mediante estudio histopatológico del 




Tabla 1: Clasificación TNM 
NA: No aplicable; LDH: lactatodeshidrogenasa 
 T Espesor tumoral (mm) Ulceración 
Tx NA (El índice de Breslow no puede ser medido) NA
T0 NA (No hay evidencia de tumor primario) NA
Tis NA (in situ) NA
T1 ≤1
T1a <0,8 sin ulceración 
<0,8 con ulceración
 0,8-1 con/sin ulceración
T2 >1,0-2,00
T2a >1,0-2,00 sin ulceración 
T2b >1,0-2,00 con ulceración
T3 >2,0-4,0
T3a >2,0-4,0 sin ulceración 
T3b >2,0-4,0 con ulceración
T4 >4,0
T4a >4,0 sin ulceración 
T4b >4,0 con ulceración
 N No. de adenopatías metastásicas Metástasis en tránsito/satelitosis
Nx NA (no evaluado)
N0 0 No
N1 1  o cualquier nº metástasis en tránsito/satelitosis
N1a 1 clínicamente oculto (por BSGC) No
N1b 1 clínicamente detectable No
N1c 0 Sí
N2 2 ó 3 o múltiples  múltiples metástasis 
en tránsito/satelitosis  con 1 ganglio
N2a 2 ó 3 clínicamente ocultos No
N2b 2 ó 3 y al menos 1 clínicamente dectectable No
N2c 1 clínicamente oculto o clínicamente detectable Sí
N3 4 o más, o  2 o más con cualquier nº metástasis
en tránsito/satelitosis,  o cualquier nº de ganglios
adheridos con/sin metástasis en tránsito/satelitosis
N3a 4 o más clínicamente ocultos No
N3b 4 o más y al menos 1 clínicamente dectectable No
o cualquier nº ganglios adheridos
N3c 2 o más clínicamente ocultos o clínicamente detectable
o cualquier nº ganglios adheridos Sí
 M Localización Niveles de LDH en suero
M0 Sin metástasis a distancia NA
M1 Evidencia de metástasis a distancia
M1a Metástasis ganglionares, cutáneas/subcutáneas
 o musculares a distancia
M1a (0) Normales
M1a (1) Elevados
M1b Metástasis pulmonares con/sin  M1a
M1b (0) Normales
M1b (1) Elevados
M1c Metástasis viscerales fuera del SNC con/sin M1a o M1b
M1c (0) Normales
M1c (1) Elevados






Para la clasificación N está indicada la realización de la biopsia 
selectiva del ganglio centinela (BSGC). Se recomienda en melanomas 
con índice de Breslow ≥0,8mm. También debe considerarse en 
melanomas con índice de Breslow inferior a 0,8mm y otros factores de 
riesgo como la ulceración, la presencia de mitosis, la invasión 
linfovascular o la imposibilidad  de medir correctamente el índice de 
Breslow debido a un márgen profundo positivo (NCCN, 2019). Es una 
técnica ampliamente extendida en la estadificación del melanoma y 
otros tumores, que fue introducida por Morton et al en 1992 (Morton 
et al, 1992).  Consiste en la identificación y el estudio histológico de 
uno o varios ganglios que reciben el drenaje linfático directo del 
tumor, permitiendo la detección de micrometástasis ganglionares 
regionales (Botella et al., 2011).   
 
Clasificación de las metástasis a distancia (M):  
 
La clasificación M se refiere a la presencia de metástasis a 
distancia. Tiene en cuenta no sólo la localización de las metástasis, 
sino también los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) en suero, ya 
que existen diferencias significativas en las tasas de supervivencia 
global (SG) en pacientes con estadio IV en presencia de niveles 




Estadificación del melanoma 
 
La clasificación TNM permite diferenciar cinco estadios: 0 
(melanoma in situ), I y II (enfermedad localizada), III (enfermedad 
con afectación locorregional) y IV (enfermedad con afectación a 
distancia) (Tabla 2). El estadiaje clínico hace referencia al estudio 
histopatológico del melanoma primario y la evaluación 
clínico/radiológica de las metástasis; mientras que el estadiaje 
patológico incluye el estudio histopatológico del tumor primario y de 
los ganglios linfáticos regionales tras la BSGC y/o la linfadenectomía, 
así como la evaluación clínico/radiológica de las metástasis.   
 













T N M T N M
0 Tis N0 M0 0 Tis N0 M0
IA T1a N0 M0 T1a N0 M0
T1b N0 M0 T1b N0 M0
T2a N0 M0 IB T2a N0 M0
T2b N0 M0 T2b N0 M0
T3a N0 M0 T3a N0 M0
T3b N0 M0 T3b N0 M0
T4a N0 M0 T4a N0 M0
IIC T4b N0 M0 IIC T4b N0 M0
III Cualquier T ≥N1 M0 IIIA T1a/b-T2a N1a o N2a M0
T0 N1b, N1c M0
T1a/b-T2a N1b/c o N2b M0
T2b/T3a N1a-N2b M0
T0 N2b, N2c, N3b o N3c M0
T1a-3a N2c o N3a/b/c M0
T3b/T4a ≥N1 M0
T4b N1a-N2c M0
IIID T4b N3a/b/c M0












3. FACTORES PRONÓSTICOS DEL MELANOMA 
 
El pronóstico de un paciente con melanoma depende del 
estadio en el que se encuentre en el momento del diagnóstico. Así, la 
supervivencia varía mucho de unos estadios a otros, con tasas de SG a 
los 5 años del 97% en estadio I, pero con una reducción significativa 
en estadios avanzados, llegando a tasas de SG a un año del 33% en 












Figura 2: Tasas de SG de los pacientes con melanoma en estadios I-IV. Representa 
las tasas de supervivencia en los cuatro estadios obtenidas anteriormente a la 
aparición de las terapias dirigidas o la inmunoterapia. (Balch et al., 2011).  
 
 
Además de los parámetros incluidos en la clasificación TNM, 
existen otras características clínico-patológicas y moleculares que 
también han demostrado tener valor como factores pronósticos 






La edad se asocia de forma independiente a menores de tasas 
de supervivencia, con peor pronóstico a mayor edad (Austin et al.,  
1994; Balch et al.,  2001; Leiter et al.,  2004; Balch et al.,  2013). Por 
el momento se desconoce si las diferencias en supervivencia asociadas 
a la edad pueden deberse a una menor tendencia a realizar 
tratamientos en pacientes de mayor edad, o bien a un comportamiento 
biológico distinto de los melanomas que afectan a este subgrupo de 
población (Balch et al.,  2015).  
 
Tabla 3: Principales factores pronósticos independientes de supervivencia en el 
melanoma.  
 







Localización anatómica Localización en cabeza y cuello y tronco
Índice de Brelow Mayor índice de Breslow
Ulceración Presencia de ulceración
Mitosis Alto índice mitótico
Linfocitos intratumorales Ausencia de infiltrado linfocitario
Regresión Ausencia de regresión
Tasa de crecimiento Melanomas de rápido crecimiento
Nº ganglios linfáticos afectos Mayor nº de metástasis ganglionares
Carga tumoral en los ganglios linfáticos Mayor tamaño depósito metastásico
Localización del depósito en los ganglios linfáticos Localizacion parenquimatosa
Localización de las metástasis a distancia Metástasis viscerales
Alteraciones moleculares Presencia de mutaciones y/o metilación,
(mutaciones pTERT,  metilacion PTEN, sobre/infraexpresión miRNAs





Se ha demostrado que el sexo es un factor pronóstico 
independiente, con mayores tasas de supervivencia en mujeres 
(Masbäck et al.,  2001; Mervic et al.,  2011). En las mujeres los 
melanomas se presentan a una edad más temprana y son con mayor 
frecuencia melanomas de espesor fino (<1mm de Breslow), no 
ulcerados y localizados en extremidades (Scoggins et al.,  2006).  
 
Lugar anatómico del tumor primario 
 
Los melanomas localizados en cabeza y cuello, y en el tronco 
podrían presentar un peor pronóstico. Los melanomas de cabeza y 
cuello, a pesar de una menor tasa de positividad en la BSGC 
(comparado con extremidades y tronco), presentan tasas 
significativamente menores de supervivencia libre de enfermedad 
(SLE) y SG a los cinco años (Fadaki et al.,  2013). Por su parte, los 
melanomas localizados en tronco, metastatizan más frecuentemente a 
distancia, mientras que los melanomas en extremidades lo hacen con 
mayor frecuencia en forma de satelitosis y/o metástasis en tránsito. 
Esta diferencia en la localización de las metástasis podría estar 
relacionada con una menor supervivencia en el subgrupo de 




Índice de Breslow 
 
Como ya se ha comentado, el índice de Breslow es el factor 
pronóstico más importante en el melanoma primario (Breslow et al.,  
1970). Los melanomas finos (<1mm de Breslow) se consideran 
melanomas de buen pronóstico, mientras que los melanomas de >4mm 
de espesor tumoral son considerados melanomas gruesos con alto 
riesgo de metastatizar.  Según las cifras aportadas por la AJCC, la tasa 
de supervivencia a los diez años en  melanomas de <1mm es del 92%, 
en melanomas de entre 1-2mm del 63%, en melanomas de entre 2-




Tanto la presencia como la extensión de la ulceración han 
demostrado ser factores independientes de mal pronóstico (In 't Hout 
et al., 2012; Gershenwald et al.,  2017). Cabe destacar que las tasas de 
supervivencia en pacientes con melanomas ulcerados resulta similar a 
la supervivencia de melanomas no ulcerados de la siguiente categoría 




El IM es el número de mitosis por milímetro cuadrado 
(mitosis/mm2) en la porción dérmica del melanoma, comenzando la 
medición en el campo con más mitosis (método de medición hot spot). 
Varios estudios han demostrado su valor pronóstico con menores tasas 
de supervivencia en melanomas con alto IM (Balch et al.,  2009; 
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Thompson et al.,   2011). Adicionalmente, se ha descrito su utilidad 
como factor predictor de positividad en la BSGC (Tejera-Vaquerizo 
A, 2015; Wat H, 2016; Tejera-Vaquerizo A, 2017), aunque se ha 
sugerido que podría perder su valor predictivo a medida que aumenta 
el espesor tumoral (Roach BA, 2010).  A pesar de que no está incluido 
en la clasificación T de la octava edición de la AJCC, el comité de 
expertos de la AJCC recomienda recoger el IM en todos los 
melanomas primarios dado el mayor riesgo de positividad de la BSGC 
en melanomas con alto IM (Gershenwald et al.,  2017).  
 
Infiltrado de linfocitos intratumorales (Tumor-infiltrating 
lymphocytes: TILs) 
 
Los TILs representan la respuesta del sistema inmune a las 
células tumorales del melanoma. Se mide como la presencia de 
infiltrado linfocitario en la fase de crecimiento vertical del melanoma, 
y se categoriza en tres grados: brisk (intenso e intratumoral), non-brisk 
(moderado) y ausente. Se ha demostrado que el grado de infiltración 
de los TILs se correlaciona de forma inversamente proporcional al 
índice de Breslow, a la ulceración y al nivel de Clark. Asimismo, la 
presencia de TILs es un factor predictor independiente de mayor 






El fenómeno de regresión hace referencia a la desaparición 
espontánea de la porción dérmica del melanoma, que es 
progresivamente sustituida por un estroma fibroso, con melanófagos, 
infiltrado linfocitario y vasos neoformados (Figura 3). Se estima que 
ocurre en el 10-35% de los melanomas. (Requena et al., 2009).  
 
Se ha sugerido un origen inmunológico por el hecho de 
asociarse a un denso infiltrado inflamatorio (McGovern et al., 1975), 
pero no se sabe si la inflamación motiva la desaparición del melanoma 
o es un simple epifenómeno como consecuencia de la apoptosis 
sufrida por los melanocitos mediante mecanismos moleculares hasta 
ahora no descritos. Paralelamente, también se ha propuesto la 
disfunción telomérica como mecanismo adicional para explicar el 
fenómeno de regresión (Bastian et al., 2003; Pathak et al., 2000).  
 
 
Figura 3: Fenómeno de regresión. Imágenes histológicas correspondientes a la fase 




El valor pronóstico de la regresión es un tema controvertido 
que ha sido objeto de análisis en diversos estudios. Anteriormente se 
consideraba un factor de mal pronóstico, asociado por un lado, al 
hecho de que en un melanoma con regresión no se puede descartar que 
el grosor del melanoma en el área regresada fuera en su inicio superior 
al que indica el índice de Breslow medible en el melanoma restante; y 
por otro lado, al resultado de varios estudios que han identificado una 
mayor capacidad metastásica en melanomas con presencia de 
regresión (Oláh et al., 2003; Guitart et al., 2002). Los estudios más 
recientes apuntan a que la regresión tiene un efecto protector, al haber 
observado un menor porcentaje de positividad en la BSGC en 
melanomas con regresión (Ribero et al.,  2013; Botella-Estrada et al., 
2014; Gualano et al.,  2017; Ribero et al., 2019).  
 
Tasa de crecimiento 
 
Estudios recientes han demostrado que la tasa de crecimiento 
es un factor pronóstico independiente (Grob et al.,  2002; Tejera-
Vaquerizo et al., 2010). La tasa de crecimiento se define como el 
incremento del espesor tumoral (medido en mm) en un periodo 
específico de tiempo (medido en meses). Se ha descrito un grupo de 
melanomas de crecimiento rápido (fast-growing melanoma; FGM) 
caracterizado por una mayor frecuencia de aparición en varones de 
edad avanzada, con localización preferente en tronco, subtipo MN, 
alto índice de Breslow, presencia de ulceración y mitosis, y con 
enfermedad locorregional en un alto porcentaje de pacientes (30-40%) 




Afectación ganglionar linfática 
 
El estado de los ganglios linfáticos regionales es el factor 
pronóstico independiente más importante en la supervivencia del 
melanoma (Gershenwald et al.,  1999; Stebbins et al.,  2011). Las 
tasas de supervivencia varían en función del número de ganglios 
afectos, con SG a los cinco años de un 84% en pacientes con sólo el 
ganglio centinela afecto (N1a), y del 64% en pacientes con metástasis 
en cuatro o más ganglios (N3b) (Gershenwald et al.,  2017). 
Adicionalmente, se ha reportado el impacto pronóstico de la carga 
tumoral (medida como la máxima dimensión del depósito metastásico 
en el ganglio) (Figura 4), de forma que pacientes con ganglios 
metastásicos “clínicamente ocultos” presentan mayores tasas de 
supervivencia que los pacientes con ganglios metastásicos 
“clínicamente detectables”  (Balch et al.,  2010). De hecho, se ha 
demostrado que el pronóstico de los pacientes con baja carga tumoral 
en el ganglio centinela (<0.1 mm según los criterios de Rotterdam) es 
similar a los pacientes con negatividad en la BSGC (Van Akkooi et 
al., 2008).  Asimismo, se ha descrito el valor pronóstico de la 
localización anatómica del depósito tumoral en el ganglio centinela 
(criterios de Dewar), con peor pronóstico en la localización 


















Figura 4: Tasas de supervivencia en función del tamaño del depósito tumoral en los 
ganglios linfáticos regionales. Tomada de Gershenwald JE et al (Gershenwald et al.,  
2017) 
 
Localización de las metástasis a distancia 
 
La presencia de metástasis viscerales fuera del pulmón se 
asocia a menores tasas de SG comparado con la localización 
pulmonar, y cutánea o ganglionar a distancia (Gershenwald et al.,  
2017).  
Alteraciones moleculares  
 
Estudios recientes han identificado alteraciones moleculares 
que podrían tener valor pronóstico en el melanoma. Dentro de las 
alteraciones genéticas, las mutaciones en el promotor del gen TERT se 
han asociado a menores tasas de SLE y SG (apartado 4.1.3). Con 
respecto a las alteraciones epigenéticas, se ha propuesto el valor 
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pronóstico de la metilación en el promotor de diversos genes 
supresores tumorales (TSGs) entre los que destaca el gen PTEN 
(apartado 5.1); y adicionalmente, se ha sugerido la posible implicación 
pronóstica de la sobre/infraexpresión de determinados microRNAs 
(miRNAs) como el miR-137 o el miR-10b (apartado 5.2).   
 
 
4. BIOLOGÍA MOLECULAR DEL MELANOMA 
4.1. ALTERACIONES GENÉTICAS 
4.1.1. Alteraciones genéticas asociadas al riesgo del desarrollo del 
melanoma 
 
Se estima que un 5-10% de los melanoma aparecen en un 
contexto familiar; y se caracterizan por la presencia de múltiples casos 
de melanoma en familiares consanguíneos, aparición de múltiples 
melanomas en un mismo individuo, y desarrollo en edades tempranas 
(Florell et al., 2005). Se han descrito genes que confieren mayor 
riesgo de desarrollar un melanoma, que se encuentran implicados en la 
regulación del ciclo celular, el mantenimiento de los telómeros, y la 
regulación de la pigmentación y el número de nevus melanocíticos. 
Dichos genes se subdividen en genes de alta penetrancia (CDKN2A, 
CDK4, BAP1, TERT y POT1), de penetrancia intermedia (MC1R y 
MITF) y de penetrancia baja (ASIP, TYR, TYRP, OCA2, MATP, PAX2, 
GSTM1, CYP2D6, TNF, IL-9, IL-10, y SLC45A2, entre otros).  
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CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)  
 
Fue el primer gen que se describió asociado al melanoma 
familiar (Hussussian et al.,  1994), y posteriormente también se ha 
descrito su asociación al cáncer de páncreas (Goldstein et al.,  2007). 
Es un TSG localizado en la región cromosómica 9p21, que está 
implicado en la regulación del ciclo celular. Se compone de cuatro 
exones y codifica para dos proteínas diferentes: el transcrito α, que 
codifica la proteína p16INK4A, y regula la salida de la fase G1 del 
ciclo celular inhibiendo la fosforilación de la proteína del 
retinoblastoma a través de CDK4; y el transcrito β, que codifica la 
proteína P14ARF y regula el ciclo celular a través de la proteína p53 
(Ward et al.,  2012) (Figura 5). Aproximadamente el 40% de los casos 
de melanoma familiar son portadores de mutaciones en la línea 
germinal en el gen CDKN2A. La mayor parte de las mutaciones 
identificadas se localizan en los exones 1α y 2. La mutación más 
frecuentemente identificada en nuestro medio es la p.Gly101Trp 
(Ciotti et al.,  2000).  
 
CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) 
 
Es el segundo gen más importante en relación con el melanoma 
familiar. Es un oncogén localizado en la región cromosómica 12q14 
que codifica para una de las proteínas que se unen a p16INK4A. La 
prevalencia de mutaciones en el contexto de melanoma familiar es 
aproximadamente del 2%. Únicamente se han descrito dos mutaciones 






Figura 5: Regulación del ciclo celular mediante las dos proteínas codificadas por el 
gen CDKN2A (P16INK4A y P14ARF). Tomada de Miller et al. (Miller et al., 2006).  
 
 
BAP1 (BRCA1-associated protein 1) 
 
Es un TSG localizado en la región 3p21. Recientemente se han 
descrito mutaciones en el gen BAP1 en tumores spitzoides atípicos 
que se manifiestan clínicamente como lesiones papulares rosadas 
similares a nevus intradérmicos (conocidos como “bapomas”). Estas 
lesiones cutáneas forman parte del espectro clínico de un síndrome en 
el que hay un riesgo incrementado de desarrollar melanoma uveal, 
melanoma cutáneo, mesotelioma maligno y carcinoma renal (Wiesner 




TERT (telomerase reverse transcriptase) 
 
Se sitúa en la región 5p15.33 y codifica la subunidad catalítica de la 
enzima telomerasa, que se encarga del mantenimiento de los 
telómeros y de la regulación de la senescencia celular. Recientemente 
se ha descrito la implicación de las mutaciones en el promotor del gen 
TERT en el melanoma familiar y esporádico (Horn et al.,  2013; 
Huang et al., 2013). Concretamente, en relación con el melanoma 
familiar se ha descrito una mutación situada a 57 pares de bases del 
codón ATG (c.1-57).  
 
MC1R (Melanocortin 1 receptor) 
 
Se localiza en la región 16q24, y codifica para un receptor de 
la hormona estimuladora del melanocito (MSHα). Es un gen altamente 
polimórfico en la población caucásica, que está implicado en la 
regulación de la pigmentación, controlando la producción de 
eumelanina (fotoprotectora)/ feomelanina (fotosensible y 
potencialmente mutagénica) (Ward et al.,  2012). Las variantes 
asociadas a mayor riesgo de desarrollo de melanoma son aquellas 
relacionadas con el fenotipo pelirrojo (red hair color phenotype - 
RHC): p.Aps84Glu, p.Arg142His, p.Arg151Cys, pIle155Thr, 
p.Arg160Trp, y p.Asp294His (Raimondi et al.,  2008, Potrony et al., 
2015). Otras variantes frecuentes pero con menor asociación al 
fenotipo RHC y al desarrollo de melanoma son la p.ValV60Leu, 
p.Val92Met, y p.Arg163Gln (Potrony et al.,  2015). Adicionalmente, 
se ha descrito la asociación significativa de la variante p.Arg163Gln 
con el melanoma tipo LMM (Córdoba-Lanus et al.,  2014).   
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MITF (microphthalmia-associated transcription factor gene) 
 
Se localiza en la región 3p14, y regula el desarrollo y 
diferenciación del melanocito. La presencia de mutaciones se asocia a 
mayor actividad transcripcional, hecho que a su vez conlleva mayor 
activación de otros genes. Recientemente se ha descrito su implicación 
en el melanoma familiar, con la presencia de mutaciones germinales 
en el 1,6%-2,8% de los pacientes con melanoma (Potrony et al.,  
2015). Varios grupos han identificado la variante p.Glu318Lys 
(rs149617956), y han descrito su asociación a características 
fenotípicas como la presencia de ojos de color azul y un mayor 
recuento de nevus; así como a mayor riesgo de desarrollo de 
melanoma y cáncer renal (Bertolotto et al.,  2011; Yokoyama et al.,  
2011). 
 
4.1.2. Alteraciones genéticas clásicas asociadas al desarrollo y 
progresión del melanoma (“Biological drivers”) 
 
En los últimos años se ha producido un gran avance en el 
conocimiento de las alteraciones genéticas asociadas a la patogenia del 
melanoma. Estas alteraciones afectan a genes cuyas proteínas están 
implicadas en la transducción de señales, que incluyen la activación 
de receptores con actividad tirosina quinasa (RTK) como el receptor 
KIT, así como la activación de las principales vías de señalización 
intracelular como la vía MAP-quinasa (MAPK- Mitogen-activated 
protein kinase pathway), también denominada vía 
RAS/RAF/MEK/ERK, y la vía fosfatidinilinositol- 3-quinasa (PI3K)-
AKT/mTOR (Figura 6). La activación de dichas vías de señalización  
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incrementa la transcripción de genes implicados en la proliferación y 
migración celular, permitiendo el desarrollo y la progresión del 
melanoma.  
 
BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) 
 
Es un oncogén localizado en la región cromosómica 7q34, que 
forma parte de la vía de señalización intracelular MAPK. Las 
mutaciones en el gen BRAF fueron descritas por primera vez por 
Davies et al., y representan las mutaciones somáticas más prevalentes 
en el melanoma cutáneo (Davies et al., 2002). Constituyen un evento 
oncogénico inicial en las lesiones melanocíticas, requiriendose 
alteraciones moleculares adicionales para que se produzca la 
transformación maligna de las células (Shain et al., 2015). Así, se ha 
descrito que el 80% de los nevus melanocíticos adquiridos presentan 
mutaciones en este gen (Pollock et al., 2003).  
 
Con respecto a los melanomas, el 40-60% son portadores de 
una mutación en el gen BRAF, siendo la más frecuente la 
p.ValV600Glu que resulta de la sustitución de una valina (Val) por un 
ácido glutámico (Glu) en el codón 600 del exón 15 [cambio de una 
timina por una adenina en la posición 1977 del ARN codificante 
(c.1799T>A)]. Esta mutación genera una conformación activa de la 
proteína, que tiene como consecuencia un incremento de la actividad 
quinasa 500 veces mayor que la proteína no mutada (Richtig et al.,  
2017). La segunda mutación más frecuente es la p.Val600Lys, que 
aparece aproximadamente en el 2% de los melanomas, y también 
confiere alta actividad quinasa (Wan et al., 2004). Además, el reciente 
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desarrollo de nuevas técnicas de secuenciación ha permitido la 
identificación de otras mutaciones menos frecuentes afectando 
codones distintos del 600. Estas mutaciones presentan menor 
actividad quinasa que las anteriormente descritas, por lo que las 
mutaciones en el gen BRAF se han clasificado como mutaciones de 
“alta actividad quinasa” y “baja actividad quinasa” (Tabla 4).   
 
 
Figura 6: Vías MAPK y  PI3K-AKT/mTOR. Tomada de Curtin et al. (Curtin et al., 
2005). 
 
Las mutaciones en el gen BRAF presentan características 
clínico-patológicas diferenciales; así, clínicamente son frecuentes en 
melanomas localizados en áreas con exposición solar intermitente 
(sobretodo tronco), y en pacientes jóvenes. Desde el punto de vista 
histopatológico se ha descrito su asociación a melanomas ulcerados, 
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bien circunscritos, con engrosamiento de la epidermis en la fase de 
crecimiento radial, con abundantes células pagetoides, presencia de 
células grandes, redondas y pigmentadas en el infiltrado tumoral, y 
ausencia de elastosis solar (Broekaert et al., 2010; Spathis et al., 
2019). 
 
Tabla 4: Mutaciones en el gen BRAF descritas en melanoma. Modificada de Richtig 
et al (Richtig et al.,  2017).  
 
 
El descubrimiento de las mutaciones en el gen BRAF  ha 
tenido una gran repercusión clínica, ya que ha permitido el desarrollo 
de nuevas moléculas que inhiben de forma selectiva la proteína BRAF 
Codón Exón Mutación Prevalencia Actividad quinasa Codón Exón Mutación Prevalencia Actividad quinasa
p.Val600Glu 95,93 Alta p.Gly464Val 0,03 Alta
p.Val600Lys 1,88 Alta p.Gly464Glu 0,03 Desconocida
p.Val600Arg 0,24 Alta p.Gly464Arg 0,01 Alta
p.Val600Asp 0,07 Alta p.Gly596Arg 0,02 Baja
p.Val600Met 0,07 Alta p.Gly596Asp 0,01 Desconocida
p.Val600Leu 0,06 Alta p.Phe595L 0,02 Alta
p.Val600Ala 0,03 Alta p.Phe595S 0,01 Desconocida
p.Val600Gly 0,03 Alta 211 5 p.Asp211Gly 0,01 Desconocida
p.Lys601Glu 0,33 Alta 326 7 p.Ile326Thr 0,01 Desconocida
p.Lys601Asn 0,05 Alta 354 8 p.Arg354Gln 0,01 Desconocida
p.Lys601Gln 0,01 Alta 444 11 p.Arg444Trp 0,01 Desconocida
p.Asp594Gly 0,19 Alta 467 11 p.Ser467Leu 0,01 Desconocida
p.Asp594Asn 0,09 Alta 468 11 p.Phe468Lue 0,01 Desconocida
p.Asp594Glu 0,01 Desconocida 471 11 p.Val471Phe 0,01 Desconocida
p.Asp594Lys 0,01 Desconocida 472 11 p.Tyr472Ser 0,01 Desconocida
p.Asp594Val 0,01 Baja 475 11 Lys475Arg 0,01 Desconocida
p.Gly469Ala 0,15 Alta 584 15 p.Leu584Phe 0,01 Desconocida
p.Gly469Val 0,08 Desconocida 586 15 Glu586Lys 0,01 Alta
p.Gly469Arg 0,04 Desconocida 589 15 p.Thr589Ala 0,01 Desconocida
p.Gly469Glu 0,03 Baja 592 15 p.Ile592Met 0,01 Desconocida
p.Gly469Ser 0,01 Desconocida 598 15 p.Ala598Val 0,01 Alta
p.Gly466Val 0,07 Baja 599 15 p.Thr599Ile 0,01 Alta
p.Gly466Glu 0,03 Baja 605 15 p.Ser605Gly 0,01 Desconocida
p.Gly466Ala 0,01 Alta 614 15 p.Ser614Pro 0,01 Desconocida
p.Gly466Arg 0,01 Baja 615 15 p.Gly615Arg 0,01 Desconocida
p.LGlu597Arg 0,05 Alta 616 15 p.Ser616Phe 0,01 Desconocida
p.LGlu597Ser 0,05 Alta p.Leu618Trp 0,01 Desconocida
p.LGlu597Gln 0,05 Alta p.Leu618Ser 0,01 Desconocida
p.LGlu597Val 0,03 Alta p.Leu618Ser 0,01 Desconocida

























(vemurafenib, dabrafenib, encorafenib), y que han demostrado 
incrementar la SLE y SG en los pacientes con melanoma (Chapman et 
al.,  2011; Robert et al.,  2015; Dummer et al., 2018).   
 
Familia RAS  
 
  La familia RAS engloba proteínas G reguladoras 
implicadas en la transducción de señales intracelulares en las vías 
MAPK y PI3K-AKT (Figura 6). Los tres principales oncogenes de la 
familia RAS son NRAS (1p13.2), KRAS (12p12.1) y HRAS (11p15.5). 
Las mutaciones en el gen NRAS constituyen las mutaciones somáticas 
“driver” más frecuentes en el melanoma tras las mutaciones en el gen 
BRAF (aproximadamente un 15-22% de los melanomas). En la mayor 
parte de los casos las mutaciones el gen NRAS son mutuamente 
excluyentes con las mutaciones en el gen BRAF. Menos frecuentes 
son las mutaciones en los genes HRAS y KRAS, que se han reportado 
en aproximadamente un 1-2% de los melanomas (Swick et al.,  2012). 
Asimismo, los nevus melanocíticos presentan mutaciones en la familia 
RAS, siendo características las mutaciones en el gen NRAS en los 
nevus congénitos, y en HRAS en los nevus de spitz (Tsao et al.,  
2012).   
 
Las mutaciones descritas en el gen NRAS se localizan en los 
codones 12 y 13 (20%) y en el codón 61 (80%), siendo las más 
frecuentes en melanoma la p.Gln61Arg y p.Gln61Lys (Reddy et al., 
2017). Se ha descrito su asociación a melanomas localizados en áreas 
de exposición solar intermitente, y a melanomas con mayor espesor 
tumoral, mayor índice mitótico y FGM (Woodman et al.,  2012; 
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Nagore et al.,  2013). Asimismo, se ha sugerido su posible valor 
pronóstico, al asociarse a melanomas con menores tasas de 




Es un oncogén localizado en la región cromosómica 4q11 que 
codifica un receptor transmembrana con actividad tirosina quinasa. 
Cuando se une a un ligando extracelular activa su dominio 
intracelular, dando lugar a la activación de las vías MAPK y PI3K-
AKT. Las mutaciones en el gen KIT determinan una activación 
constitutiva del receptor, y se han descrito en aproximadamente un 3% 
de los melanomas (Curtin et al.,  2006). Las series iniciales 
describieron mayor frecuencia de mutaciones en el gen KIT en los 
melanomas localizados en piel con daño solar crónico (28%), 
melanomas acrales (36%) y en melanomas de mucosas (39%) (Curtin 
et al.,  2006); sin embargo, series posteriores en otras áreas 
geográficas no han podido confirmar ese porcentaje tan elevado de 
mutaciones en melanomas con daño solar crónico (Handolias et al., 
2010). Las mutaciones se detectan en los exones 9 (2%), 11 (60-70%), 
13 (15-20%), 17 y 18 (10-15%), siendo las más frecuentes las que 
afectan a los codones Leu576 y Lys642 (exón 11).  
 
GNAQ (Guanine nucleotide-binding protein G(q) y GNA11 
(Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11) 
 
Ambos oncogenes codifican subunidades que forman parte de 
la familia de las proteínas G. El gen GNAQ se localiza en la región 
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9q21 y el gen GNA11 en la región 19p13.3. Estudios in vitro e in vivo 
han demostrado que las mutaciones en ambos genes conllevan una 
activación de la vía MAPK (Tsao et al.,  2012). Se asocian a la 
aparición de melanomas oculares; concretamente, se han descrito 
mutaciones mutuamente excluyentes entre ambos genes en 
aproximadamente el 80% de los melanomas uveales, 45% localizadas 
en el gen GNAQ y 32% en el gen GNA11. De forma adicional, se han 
descrito mutaciones en GNAQ y GNA11 en  el 55% y 7%  de los 
nevus azules, respectivamente. En ambos genes, Las mutaciones se 
localizan en el exón 5 (p.Gln209Leu y p.Gln209Pro) y en el exón 4 
(p.Arg183Cys y p.Arg183His) (Van Raamsdonk CD, 2010).   
 
PTEN (Phosphatase and tensin homolog)  
 
Es un TSG localizado en la región cromosómica 10q23.3, que 
actúa como regulador negativo de la vía PI3K-AKT/mTOR. La 
alteración de esta vía conlleva proliferación y supervivencia de las 
células neoplásicas, y frecuentemente se encuentra activada en 
concomitancia con la activación de la vía MAPK. Se ha descrito la 
pérdida de expresión del gen PTEN en aproximadamente el 30% de 
los melanomas (Wu et al.,  2003), fundamentalmente debida a 
deleciones cromosómicas o a mutaciones tipo frameshift 
(desplazamiento en el marco de  lectura), o menos frecuentemente 
missense (de sentido erróneo o cambio de sentido). Estas mutaciones 
parecen ser mutuamente excluyentes a las mutaciones en el gen NRAS 
(Tsao et al., 2000), sin embargo con frecuencia aparecen de forma 
concomitante a las mutaciones en el gen BRAF (Goel et al.,  2006). De 
hecho, estudios funcionales han demostrado la interacción genética 
Introducción 
47 
entre ambos genes en la progresión del melanoma (Dankort et al.,  
2009).  
 
Otras alteraciones moleculares menos frecuentes afectando a la 
vía PI3K/AKT/mTOR incluyen amplificaciones en los genes AKT y 
PIK3CA (Stahl et al., 2004; Davies et al., 2012); así como mutaciones 
puntuales en PIK3CA, que se encuentra raramente mutado en 
melanoma (en torno a un 3%) (Omholt et al., 2006); en el gen AKT, 
que aparecen en aproximadamente el 1% de los melanomas (Davies et 
al.,  2008); y en otros genes menos frecuentes como IRS4, mTOR, 
NFKB1, PIK3R1, PIK3R4, y PIK3R5 (Shull et al.,  2012).  
 
4.1.3. Nuevos oncogenes y genes supresores tumorales descritos 
en el melanoma 
 
Gracias al reciente desarrollo de nuevas tecnologías de 
secuenciación, en los últimos años se han identificado nuevos genes 
que podrían tener utilidad en el diagnóstico, pronóstico y tratamiento 
del melanoma (Tabla 5).  
 
Uno de los genes más importantes descritos recientemente es 
el gen TERT (5p15.33). Las mutaciones en su promotor no sólo se han 
asociado a melanoma familiar (apartado 4.1.1), sino que también se 
han identificado en el melanoma esporádico (Horn et al., 2013; Huang 
et al.,  2013). Concretamente, se han descrito prevalencias variables 
que oscilan entre el 20% y el 80% (Tabla 6), por lo que junto con el 
gen BRAF, constituyen las mutaciones somáticas más frecuentes en el 
melanoma (Horn et al., 2013; Huang et al.,  2013; Heidenreich et al.,  
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2014; Liau et al.,  2014; Pópulo et al.,  2014; Griewank et al., 2014, 
Akbani et al.,  2015, Nagore et al.,  2016a; Nagore et al.,  2016b; 
Ekedahl et al.,  2016; Ofner et al.,  2017; Schwaederle et al.,  2017;  
Pellegrini et al.,  2017; Hugdahl et al.,  2017). Estudios funcionales 
han demostrado que la presencia de estas mutaciones en el promotor 
conlleva mayor expresión génica debido a la creación de nuevos sitios 
de unión para los factores de transcripción de la familia ETS (Horn et 
al.,  2013; Heidenreich et al.,  2014a; Bell et al.,  2015; Lee et al., 
2016). Asimismo, diversos estudios en melanoma esporádico han 
reportado que las mutaciones en el promotor del gen TERT se asocian 
a características de mayor agresividad en el melanoma, como un 
mayor índice de Breslow, ulceración, presencia de mitosis, y subtipo 
histológico nodular (Heidenreich et al.,  2014a; Pópulo et al.,  2014). 
Además, se ha demostrado que dichas mutaciones son un factor 
pronóstico independiente, que se asocian a menor SLE y SG 
(Griewank et al., 2014; Nagore et al.,  2016).  
 
Otro de los genes más relevantes que se ha descrito en los 
últimos años en melanoma es el gen NF1 (17q11.2). Es un TSG que 
actúa como regulador negativo de la vía MAPK, mediante su 
interacción con la proteína RAS (Krauthammer et al.,  2015). Se han 
reportado mutaciones a lo largo de todo el gen, con una prevalencia 
aproximada del 13-17%, según las series (Zhang et al.,  2016). Se ha 
descrito su asociación a melanomas en áreas fotoexpuestas, en 
pacientes varones, de mayor edad, y en un alto porcentaje de 
melanomas del subtipo desmoplásico (Wiesner et al.,  2015; 
Cirenajwis et al.,  2017). Adicionalmente, se ha  descrito su posible 
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implicación como mecanismo de resistencia a  las actuales terapias 
dirigidas con inhibidores de BRAF (Nissan et al.,  2014).  
 
Tabla 5: Principales estudios de secuenciación masiva que reportan nuevos genes 
implicados en el melanoma. Modificada de Zhang T et al (Zhang et al., 2016). 
 
WGS: Whole genome sequencing; WES: Whole exome sequencing.  
Autores Análisis Nº muestras Tipo muestras Nuevos Genes identificados
Wei X et al, 2011 WES 14 Metástasis GRIN2A, TRRAP
Stark M et al, 2011 WES 8 Líneas celulares MAP3K5, MAP3K9
Nikolaev S et al, 2011 WES 7 Líneas celulares MAP2K1, MAP2K2
Berger M et al, 2012 WGS 23 Metástasis PREX2
Hodis E et al, 2012 WES 121 Tumores primarios RAC1, PPP6C, ARID2, STK19, 
Metástasis IDH1, SNX31, TACC1
Líneas celulares
Krauthammer M et al, 2012 WES 73 Metástasis RAC1, PPP6C, ARID2, DCC, 
Líneas celulares PTPKR
Huang F et al,  2013 WGS 70 Tumores primarios TERT
Metástasis
Líneas celulares
Horn S et al , 2013 WES 77 Tumores primarios TERT
Mar VJ et al, 2013 WES 34 Tumores primarios NF1, NOTCH1
Gartner at al, 2013 WGS/WES 29 Metástasis BCL2IL12
Aydin I et al, 2014 WES 8 Metástasis FBXW7
Wong S et al, 2015 WES 20 Líneas celulares RQCD1
Ding L et al, 2015 WGS 13 Metástasis EPHA3
TCGA, 2015 WES 331 Tumores primarios ARID2, IDH1, PPP6C, DDX3X, 
Metástasis RAC1, MAP2K1, NF1, RB1
Krauthammer M et al, 2015 WES 213 Tumores primarios NF1, RASA2, PTPN11, SOS1,
Metástasis IDH1,  RAF, SPRED1
Líneas celulares
Shain A et al, 2015 WGS/WES 20 NFKBIE, CBL, CH2, FSIP1, 
ARID1A, PAK3, IL36A
Arafeh R et al, 2015 WGS/WES 501 Líneas celulares RASA2, SETD2
Akbani R et al , 2015 WES 320 Tumores primarios RAC1, PPP6C, ARID2, NF1,IDH1
Metástasis RB1,DDX3X,MRPS31,RPS27
Hayward N et al, 2017 WGS 183 Tumores primarios ARID2, CWH43, NF1, 
Metástasis SF3B1
Líneas celulares




Tabla 6: Prevalencia de mutaciones en el promotor del gen TERT descritas en los 
diferentes estudios realizados en melanoma. 
 
FFPE: Muestra parafinada; F: Muestra en fresco; NE: No especificado; Mtx: 
Metástasis. NGS: Secuenciación masiva. Piro: Pirosecuenciación.  
*No se especifica la prevalencia de mutaciones en función del origen (primario vs 
metastásico). **En este estudio se incluyen 182 muestras incluídas en estudio previo 
(Heidenreich et al) y  118 muestras adicionales. ***Únicamente estudian 
melanomas del subtipo histológico MN.  
 
 
Afectando a la vía MAPK, se han reportado mutaciones en los 
genes MAP2K1 (MEK1; 15q22.31) y MAP2K2 (MEK2; 19p13.3) con 
una prevalencia del 2-4%.  Estas mutaciones conllevan una activación 
de la vía a través de la fosforilación de ERK, y también se han 
descrito como mecanismo de resistencia a las terapias dirigidas 
(Nikolaev et al.,  2011).    
 
Tipo de Origen 
muestras (nº) muestras (nº)
Horn S et al , 2013 FFPE (77) Primarios (77) 33 NGS
Huang F et al,  2013 LC (31),  F (39) Primarios (11), 71* NGS y 
Mtx (28), LC (31) Sanger
Heidenreich B et al, 2014 FFPE (227), F (60) Primarios (287) 37,9 Sanger
Liau JY et al, 2014 FFPE (41) Primarios (41) 33 Sanger
Pópulo H et al,  2014 FFPE (116) Primarios (116) 22 Sanger
Griewank et al,  2014 FFPE (299) Primarios (145), mtx (154) 43 (36,6 primarios, Sanger
50,3 en mtx)
Akbani R et al,  2015 F (115) Primarios y Mtx (115) 64,4* Sanger
Nagore E et al, 2016a FFPE (339) Primarios (339) 43,1 Sanger
Nagore E et al, 2016b FFPE (300) Primarios (300)** 38,7 Sanger
Ekedahl H et al , 2016 F (203) Mtx (203) 81 Sanger
Ofner R et al , 2017 FFPE (115) Primarios (40), Mtx (75) 54,8* Sanger
Pellegrini C et al , 2017 FFPE (97) Primarios (97) 19,6 Sanger
Hugdahl et al, 2017 FFPE (266) Primarios (194), Mtx (72) 68  (primarios)***, Sanger
 64 (mtx)
Schwaederle M et al , 2018 FFPE (34) NE 55,9 NGS
Lade-Keller J et al, 2018 FFPE (185) NE 66 Piro
Autores Prevalencia (%) Método 
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Como regulador negativo de la vía PI3K-AKT se ha descrito 
de forma reciente el gen PREX2 (8q13.2). Es un TSG con mutaciones 
a lo largo de todo el gen,  frecuentemente del tipo nonsense (sin 
sentido) (Berger et al.,  2012).  A pesar de su alta frecuencia de 
mutaciones en los distintos estudios de secuenciación masiva (en 
torno al 23%), su implicación en la patogenia del melanoma aún no ha 
sido esclarecida (Zhang et al.,  2016).  
 
Dentro del subgrupo de receptores de glutamato, recientemente 
se han identificado mutaciones recurrentes en los genes GRIN2A 
(16p13.2) y GRM3 (7q21.11-q21.12). La implicación de dichos 
receptores en la patogenia del melanoma es desconocida por el 
momento, aunque se ha demostrado que existe sobrexpresión en una 
gran variedad de neoplasias, y que tienen un papel en la regulación de 
la migración y muerte celular (Stepulak et al., 2014). Las mutaciones 
en el gen GRIN2A se describieron inicialmente en un 33% (Wei et al.,  
2011), si bien estudios posteriores han identificado una prevalencia 
más baja (en torno a 21%) (Zhang et al.,  2016). Se ha descrito su 
posible impacto en el pronóstico al haber identificado una menor SLE 
y SG en melanomas portadores de estas mutaciones (D'mello et al.,  
2014). En cuanto a GRM3, las mutaciones se han descrito en un 
16,3% de los melanomas. Estudios funcionales en cuatro de las 
variantes identificadas en este gen han demostrado que se asocian a 
activación de MEK1/MEK2 (Prickett et al.,  2011).  
 
Paralelamente, se han identificado mutaciones en los genes 
RAC1 (7p22.1), PPP6C (9q33.3), y STK19 (6p21.33) (Hodis et al.,  
2012).  Es de particular interés el gen RAC1, en el que se ha descrito 
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una mutación recurrente (P29S) en aproximadamente el 6% de los 
melanomas. Esta mutación aparece con mayor frecuencia en áreas 
fotoexpuestas (Krauthammer et al.,  2012), y en melanomas con 
características de mayor agresividad, como mayor espesor tumoral, 
mayor índice mitótico, ulcerados, del subtipo histológico nodular, y 
con afectación ganglionar al diagnóstico (Mar et al., 2014).  Estudios 
funcionales han demostrado que la mutación P29S confiere resistencia 
intrínseca a los inhibidores de BRAF (Watson et al.,  2014), y también 
suprime la respuesta inmune antitumoral al incrementar la expresión 
de PD-L1 (Vu et al., 2015).  Asimismo, se han descrito mutaciones en 
el gen PPP6C (la más frecuente es la R264C), con una prevalencia 
aproximada del 9%. Actúa como un TSG que regula el ciclo celular y 
la mitosis. En el gen STK19 se han identificado mutaciones en el 4% 
de los melanomas (D89N y P90L), y codifica una quinasa con función 
desconocida por el momento (Hodis et al.,  2012).  
 
Recientemente también se han reportado las mutaciones en el 
gen IDH1 (2q34) (Hodis et al.,  2012). Este gen codifica la enzima 
isocitrato dehydrogenasa 1, y cataboliza la decarboxilación oxidativa 
del isocitrato en alfa-ketoglurato (α-KG) durante el ciclo de Krebs 
(Yan et al.,  2009). Estudios iniciales mediante secuenciación de 
Sanger identificaron bajas tasas de prevalencia (Tabla 7) (López et al.,  
2010; Shibata et al.,  2011); sin embargo estudios más recientes 
mediante secuenciación masiva han descrito una prevalencia mayor, 
con mutaciones recurrentes localizadas en el hotspot R132  (Hodis et 
al.,  2012; Krauthammer et al.,  2015; Akbani et al.,  2015; Lee et al.,  
2015). Se ha demostrado que las mutaciones en el gen IDH1 se 
asocian a un fenotipo hipermetilador (Noushmehr et al.,  2010; 
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Akbani et al.,  2015), sin embargo no se ha descrito su asociación a las 
características clínicopatológicas ni al pronóstico de los pacientes con 
melanoma.    
 
De forma adicional, un meta análisis reciente con datos de estudios 
de secuenciación masiva ha identificado 12 genes significativamente 
mutados en melanomas “pan-negativos” (sin mutaciones en los genes 
BRAF, NRAS, KIT, GNAQ y GNA11) que incluyen ALK, STK31, 
DGKI, RAC1, EPHA4, ADAMTS18, EPHA7, ERBB4, TAF1L, NF1, 
SYK y KDR, de los cuales los genes RAC1, ADAMTS18, EPHA7, 
TAF1L y NF1, han resultado portadores de mutaciones recurrentes 
(Xia et al.,  2014).  
 
Por otro lado, estudios recientes han identificado mutaciones 
recurrentes en el gen SF3B1 afectando al codón R625 en melanomas 





Tabla 7: Prevalencia de mutaciones en el gen IDH1 (codón R132) descritas en los 
diferentes estudios realizados en melanoma.  
 
FFPE: Muestra parafinada; F: Muestra en fresco; LC: Líneas celulares; Mtx: 
Metástasis; NGS: Next-Generation Sequencing.  
*Incluídas únicamente las mutaciones identificadas en el codón R132, y excluídas 
las detectadas en otras regiones (P33S, G8S, E174_splice). **No quedan 
especificadas que sean mutaciones en el codón R132.  
 
 
4.1.4. Clasificación genómica del melanoma 
 
Los avances en la biología molecular del melanoma están 
permitiendo establecer nuevas clasificaciones del melanoma basadas 
en las alteraciones moleculares, que podrían sustituir a la clásica 
clasificación clínico-patológica (Clark et al.,  1986). 
 
 En este sentido, una de las aportaciones más importantes ha 
sido la del grupo de Bastian et al, que demostraron la existencia de 
distintas vías moleculares en las diferentes regiones anatómicas, 
derivado de los patrones de exposición a la radiación UV (Curtin et 
Tipo de Origen 
muestras (nº) muestras (nº)
López GY et al , 2010 LC (78), F (9) Mtx (87) 1,1 (1,3% LC, Sanger
0 F)
Shibata T et al , 2011 FFPE (39) Primarios (22), 5,1 (0 primarios, Sanger
mtx (17) 5,1 % mtx)
Hodis E et al , 2012 LC (76), F (45) Primarios (15), 1,6 (no especificado) NGS
mtx (116) 
Krauthammer M et al , 2015 LC y F (230) Primarios, mtx 2,3 (no especificado) NGS
(no especificado)
Akbani R et al,  2015 F (320) Primarios (58), 6,1* (5,2% primarios, NGS
mtx (262)  4,2% mtx)
Lee J et al , 2015 FFPE (38) Primarios (13), 13**(7,7% primarios, NGS
mtx (25) 16% mtx)
Autores Prevalencia (%) Método 
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al.,  2005). Así, estos autores describieron que los melanomas en áreas 
de exposición solar crónica, los acrales y los mucosos con frecuencia 
son portadores de mutaciones en el gen KIT, mientras que los 
melanomas en áreas de exposición solar intermitente presentan en un 
81% de los casos mutaciones en los genes BRAF o NRAS (Curtin et 
al.,  2006). Estudios posteriores han corroborado la existencia de una 
firma genética inducida por la exposición solar, con múltiples  
transiciones C>T o CC>TT (Zhang et al.,  2016).  
 
De forma adicional, el grupo de la TCGA ha propuesto 
recientemente una nueva clasificación genómica del melanoma en la 
que se distinguen cuatros subtipos en base a sus alteraciones 
genéticas: el subtipo portador de mutaciones en el gen BRAF (52%); 
el subtipo con mutaciones en los genes de la familia RAS (28%); el 
subtipo portador de mutaciones en el gen NF1 (14%); y el subtipo 
triple-wt (6%), en el que no se identifican alteraciones en ninguno de 
los genes anteriores (Akbani et al.,  2015). Este último grupo se 
caracteriza por una menor proporción de melanomas con la firma 
genética inducida por la exposición solar, y un mayor porcentaje de 
otras alteraciones moleculares (variación en el número de copias o 
genes de fusión).  
 
Cabe destacar que a diferencia de la clasificación tradicional, 
esta nueva clasificación molecular podría tener implicaciones en el 
manejo de los pacientes, que estaría basado en la administración de 





4.2. ALTERACIONES EPIGENÉTICAS 
 
La epigenética hace referencia a los mecanismos moleculares 
que regulan la expresión génica sin acompañarse de alteraciones en la 
secuencia de ADN. El principal mecanismo epigenético implicado en 
cáncer es la metilación del ADN, aunque también tienen un papel 
importante la modificación de histonas mediante acetilación o 
metilación, y la expresión de ARN no codificante (ARNnc) donde se 
incluyen los microRNAs y los ARN no codificantes de cadena larga, 
entre otros (Figura 7). Una diferencia importante con las alteraciones 
genéticas es que las aberraciones epigenéticas son potencialmente 
reversibles, hecho que podría tener implicaciones en el tratamiento de 
los pacientes (Lee et al.,  2014). Los siguientes apartados se centran 
en la metilación del ADN y la expresión de microRNAs en el 
melanoma ya que son los dos tipos de alteraciones epigenéticas que 




Figura 7: Principales mecanismos epigenéticos: 1: Metilación del ADN; 2: 
Modificación de histonas; 3: Expresión de ARNnc. Tomada de Lee et al.  
 
 
4.2.1. Metilación en el promotor de genes supresores tumorales 
en el melanoma 
 
La metilación del ADN representa la unión covalente de un 
grupo metilo (-CH3) a una citosina en las denominadas islas CpG 
(regiones de ADN con alta frecuencia de dinucleótidos de citosina y 
guanosina), que están presentes en el 40% de los  promotores de los 
genes (Lee  et al., 2014). Las enzimas encargadas de la metilación del 
ADN son las ADN-metiltransferasas (DNMTs), siendo las más 
conocidas la DNMT1, DNMT3a, y DNMT3b. Esta modificación del 
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ADN conlleva un silenciamiento de la expresión génica al impedir la 
unión de los factores de transcripción, y favorecer la unión de los 
complejos represores (Figura 8).  
 
 
Figura 8: Mecanismo de regulación de la expresión génica de la metilación del 
ADN. Modificada de Fu et al (Fu et al., 2017).  
 
 
Se ha descrito que la metilación en el promotor de TSGs está 
implicada en el desarrollo y progresión de múltiples neoplasias 
malignas. Concretamente en el melanoma, se ha reportado metilación 
aberrante en más de 100 genes implicados en la regulación del ciclo 
celular, reparación del ADN, señalización celular, transcripción y 
apoptosis (Schinke et al.,  2010; Micevic et al.,  2017). Son 
numerosos los estudios realizados al respecto,  sin embargo muestran 
una gran heterogeneidad  en lo que se refiere a genes analizados y tipo 
de muestras implicadas en el estudio. 
 
Los principales TSGs en los que se ha identificado metilación 
aberrante en el melanoma con prevalencias variables son PTEN (6-
62%), RASSF1 (15-57%), RARB2 (20-70%) MGMT (10-35%), y 
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CDKN2A (5-27%) (Gonzalgo et al.,  1997; Hoon et al.,  2004; Furuta 
et al.,  2004; Tanemura et al.,  2009).   
 
Asimismo,  diversos autores han descrito la asociación de 
perfiles de metilación con las características clínico-patológicas de los 
melanomas: los melanomas de localización acral se asocian 
preferentemente con la metilación en los genes MGMT y TERT (De 
Araújo et al.,  2015); también se ha reportado la asociación entre la 
metilación del gen RARB y los melanomas con mayor índice de 
Breslow (Hoon et al.,  2004); así como la asociación entre un fenotipo 
hipermetilador y melanomas con alto índice de Breslow y ulceración 
(Thomas et al.,  2014).  
 
El papel de la metilación como biomarcador útil al diagnóstico 
también ha sido propuesto por otros autores al haberse descrito su 
utilidad en el diagnóstico diferencial entre nevus y melanoma. 
Conway et al. estudiaron 27 nevus melanocíticos y 22 melanomas 
invasivos con una plataforma de alto rendimiento, e identificaron 26 
islas CpG en 22 genes con niveles diferenciales de metilación entre 
ambos grupos de estudio (Conway et al.,  2011). Asimismo, otro 
estudio ha descrito la ausencia de metilación en 24 TSGs en una serie 
de 12 nevus de Spitz y 16 tumores spitzoides atípicos comparados con 
24 melanomas (Takata et al.,  2007).  
 
Adicionalmente, varios autores han sugerido el valor de la 
metilación como biomarcador pronóstico. Sigalotti et al. describieron 
la asociación de un fenotipo hipermetilador en una firma de 17 genes, 
con una menor SLE y SG (Sigalotti et al.,  2012). A su vez se ha 
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demostrado la relevancia de la metilación en el promotor del gen 
PTEN, que ha sido descrita como un factor pronóstico independiente 
en dos estudios recientes (Lahtz et al.,  2010; Roh et al.,  2016). 
También se ha identificado la asociación de la metilación en el gen 
RASSF1 con melanomas en estadio tumoral avanzado (afectación 
locorregional y/o metastásica) (Tanemura et al.,  2009). Otros genes 
que han demostrado impacto en la supervivencia son RARb, ESR1, 
MGMT, y HOXD9 (Mori et al.,  2005; Mori et al.,  2006; Marzese et 
al.,  2014; Guadagni et al.,  2017). 
 
Finalmente, cabe destacar el papel de la metilación en la 
predicción de respuesta a los tratamientos; tal como la metilación 
aberrante de los genes MGMT y RASSF1 que han demostrado su 
utilidad en la predicción de respuesta a la quimioterapia (Mori et al.,  











4.2.2. Expresión de microRNAs en el melanoma 
 
Los miRNAs son moléculas de ARN monocatenario no 
codificante y de pequeño tamaño (22 nucleótidos), capaces de regular 
la expresión génica a nivel postranscripcional (Angulo et al.,  2012). 
El miRNA es capaz de reconocer el ARN mensajero (ARNm) diana 
mediante la unión entre las regiones complementarias de ambas 
moléculas, de manera que se une en el extremo 3’ de la región no 
codificante del ARNm y según el grado de complementariedad pone 
en marcha uno de los mecanismos de represión: degradación del 
ARNm si la complementariedad es perfecta, o inhibición de la 
traducción cuando la complementariedad es menor (Figura 9).  
 
Mediante este mecanismo, los miRNAs participan en la 
regulación de numerosos procesos celulares fisiológicos, siendo 
relevante el hecho de que un determinado ARNm puede ser diana de 
un gran número de miRNAs, al igual que cada miRNA puede regular 
la expresión génica de múltiples genes. A su vez, la expresión de los 
miRNAs se encuentra influenciada por diferentes mecanismos, como 
la regulación de la transcripción, regulación epigenética, 
anormalidades cromosómicas, o alteraciones en la maquinaria de 





Figura 9: Biogénesis de los miRNAs y mecanismo de regulación de la expresión 
génica postranscripcional mediante  la complementariedad con el ARNm. Tomada 
de Angulo et al.  
 
Existe evidencia acumulada de la implicación de los miRNAs 
en la patogenia de múltiples enfermedades, entre las que destaca su 
papel en el desarrollo de diversos tipos de cáncer. En los últimos años, 
se han identificado más de 800 miRNAs que se encuentran 
sobreexpresados o infraexpresados en el melanoma, dependiendo de si 
regulan oncogenes o TSGs (Völler et al.,  2013). De hecho, son 
múltiples los grupos de investigación que han demostrado la  
implicación de diversos miRNAs en la melanogenésis, a través de la 
regulación de la proliferación y diferenciación celular, la migración e 
invasión, la apoptosis o la regulación de la respuesta inmune (Bonazi 




Tabla 8: Principales miRNAs implicados en la patogenia del melanoma.  
 
Función microRNA Expresión Gen diana
Proliferación
let-7b Baja CDK4, cyclin D1, D3
miR-21 Alta PTEN, BCL-2
miR-9 Baja NFKB1
miR-193b Baja Cyclin D1
miR-145 Baja c-MYC
miR-221/22 Alta KIT, p27, 
miR-203 Baja E2F3, ZBP-89, 
miR-205 Baja E2F1
miR-206 Baja CDK4, cyclin D1, C





miR-126 Baja ADAM9, MMP7










miR-30b/d Alta GALNT7, GALNT1, GNAI2, SEMA3A
miR-21 Alta TIMP3
miR-34a/b/c Baja ULBP2, CDK6,  c-MET
miR-211 Baja BRN2, KCNMA1, NUAK1, IGF2R, TGFBR2,NFAT5, RAB22A
miR-214 Alta TFAP2C
miR-9 Baja NF-κB1
miR-200a/c Baja MARCKS, CDK6
miR-145 Baja FSCN1
miR-182 Alta FOXO3, MITF
miR-196a Baja HOX-C8, HOX-B7, BMP4
miR-137 Alta MET, MITF, YB1, EZH2 
miR-26a Baja MITF








miR-15b Alta BIM1, BCL-2
miR-155 Baja SKI
miR-26a Baja SODD
miR-21 Alta PTEN, BCL-2
miR-425 Baja IGF-1




miR-210 Alta PTPN1, HOXA1, TP53I11
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A pesar de la amplia descripción de miRNAs implicados en 
la patogenia del melanoma, sólo un escaso número de estudios han 
analizado la asociación de los miRNAs con las características clínico-
patológicas. En este sentido, cabe destacar un estudio en el que 
identifican un perfil de siete miRNAs (let-7g, miR-15a, miR-16, miR-
138, miR-181a, miR-191, y miR-933) con menor expresión en 
melanomas del subtipo histológico MES comparados con MN 
(Poliseno et al.,  2012). Por otro lado, se ha señalado que los 
melanomas con alto índice de Breslow y estadios avanzados podrían 
correlacionarse con la expresión de miR-30b/-30d y miR-106 (Gaziel-
Sovran et al.,  2011; Lin et al.,  2015). También se ha demostrado 
mayor expresión de miR-21-5p en melanomas con mayor espesor 
tumoral, ulcerados, con presencia de mitosis e invasión linfovascular 
(Babapoor et al.,  2017). Asimismo, se ha identificado mayor 
expresión de let-7b, miR-92a, y miR-193b en melanomas porcinos 
con presencia de regresión histológica (Baco et al., 2014).  
 
Con respecto a los miRNAs descritos en el melanoma, 
destacan de forma particular miR-21, miR-125b, miR-150, miR-155, y 
miR-205, por su utilidad en el diagnóstico diferencial entre nevus y 
melanoma (Latchana et al.,  2016a). La sobreexpresión de  miR-21 se 
ha asociado a la invasión y migración celular  mediante su regulación 
negativa de los genes TIMP3 y PTEN (Yang et al.,  2011; Martin del 
Campo et al.,  2015). Asimismo, diversos estudios han descrito la 
utilidad de este oncomiR en el diagnóstico diferencial entre nevus y 
melanoma, dada la  mayor expresión en melanomas comparados con 
nevus melanocíticos (Grignol et al.,  2011; Satzger et al.,  2012; Jiang 
et al.,  2012; Wandler et al.,  2017).  También se la sugerido el posible 
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papel diagnóstico de miR-125b, al haberse demostrado su 
infraexpresión en el melanoma comparado con el tejido sano, y con 
menor expresión también en lesiones precursoras con atipia celular 
(Holst et al.,  2011). A su vez, se ha descrito su implicación en la 
regulación de la proliferación celular  a través de su gen diana, el 
factor de transcripción c-JUN (Zhang et al.,  2014).  
 
Adicionalmente, se ha propuesto el papel de los miRNAs como 
biomarcadores pronósticos, especialmente miR-137, miR-203, miR-
206 y miR-10b, cuyos niveles se han asociado  menores tasas de 
supervivencia en los pacientes con melanoma (Tian et al., 2015; Wang 
et al.,  2015; Li et al.,  2016; Bai et al.,  2017). También se ha 
sugerido el posible papel de los miRNAs como mecanismos de 
respuesta a las actuales terapias dirigidas, como es el caso de miR-
514a, que modula la sensibilidad a los inhibidores de BRAF a través 
de la regulación del gen NF1 (Stark et al.,  2015); el miR-579-3p, que 
regula la expresión de BRAF y MDM2 y cuya expresión está 
disminuida en las células resistentes a tratamiento (Fattore et al.,  
2016); o la sobreexpresión de miR-204-5p y miR-211-5p que 
recientemente se han asociado a la resistencia al tratamiento con 





5. MÉTODOS DE DIAGNÓSITO UTILIZADOS EN EL 
ABORDAJE MOLECULAR DE LAS 
ALTERACIONES GENÉTICAS EN EL 
MELANOMA 
 
5.1. MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO CONVENCIONALES 
 
Secuenciación de Sanger 
 
Secuenciar una molécula de ADN consiste en determinar en 
qué orden se disponen los cuatro nucleótidos (A, T, C y G) que 
componen la molécula. Aunque el primer método diseñado para 
secuenciar el ADN fue un método químico desarrollado por Allan 
Maxam y  Walter  Gilbert  en  1977 (Maxam et al., 1977), es el 
método enzimático descrito por  Frederick Sanger (Sanger et al.,  
1977) el más ampliamente extendido y el que utilizamos en la 
actualidad.   
 
El método de secuenciación de Sanger se conoce como método 
didesoxi o  secuenciación  por  terminación  de  la  cadena.  Es  un  
método  enzimático basado en sintetizar, de forma secuencial, una 
hebra de ADN complementaria a una hebra de cadena simple (que se 
utiliza como molde), en presencia de ADN polimerasa, un cebador o 
primer para iniciar la síntesis de ADN (secuencia corta de nucleótidos 
que se une por complementariedad de bases al ADN molde), los 
cuatro desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs: dATP, dGTP, dCTP 
y dTTP) que componen la secuencia del ADN y cuatro 
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didesoxirribonucleótidos trifosfato terminadores (ddNTPs: ddATP, 
ddGTP, ddCTP y ddTTP).   
 
Introduciendo ligeras variaciones en el método original de 
Sanger se ha conseguido automatizar el proceso, tales como  han sido 
el uso de ddNTP terminadores marcados fluorescentemente 
(obtención de los electroferogramas), la sustitución de la ADN 
polimerasa por la Taq-polimerasa, y la utilización de la electroforesis 
capilar en lugar de la electroforesis en gel para la separación de los 
fragmentos.  
 
En un termociclador se lleva a cabo la reacción de 
polimerización incorporándose  aleatoriamente los cuatro tipos de 
dNTPs, así como ddNTPs marcados con fluoróforo. Los ddNTPs 
carecen del grupo hidroxilo (grupo 3’-OH), que permite la adición del 
nucleótido consecutivo, por lo que funcionan como terminadores de la 
síntesis de la cadena de ADN. La ADN polimerasa va añadiendo 
dNTPs hasta que de forma aleatoria, incorpora un ddNTP que 
interrumpe la síntesis de la hebra, generándose múltiples fragmentos 
de ADN de distintos tamaños. La electroforesis capilar es una técnica 
que permite separar fragmentos de ADN cuya longitud difiere en un 
sólo nucleótido. Los fragmentos de distintos tamaños llegan al final 
del capilar, donde son excitados con un láser y se detecta la 
fluorescencia emitida por el ddNTP terminal. El color de esta 
fluorescencia determina de qué nucleótido se trata. El gráfico 
resultante se denomina electroferograma, en el que se observan picos 
de diversos colores. Cada color indica qué nucleótido ocupa cada 
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posición en la molécula de ADN o, lo que es lo mismo, su secuencia 
(Figura 10).   
 
 
Figura 10: Representación del método de Sanger automatizado.  
 
 
Aunque la secuenciación directa o método de Sanger continúa 
siendo el método de referencia o “gold standard” en la confirmación 
de alteraciones o cambios en la secuencia nativa del ADN, presenta 
una serie de desventajas como son la baja sensibilidad analítica  o bajo 
límite de detección (LoD; limit of detection) de la técnica (en torno a 
un 20%); riesgo elevado de contaminación por el manejo de productos 
post-PCR; alto requerimiento de tiempo al ser necesarios múltiples 
pasos para llevarlo a cabo; y  amplia experiencia por el usuario en la 




Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica 
rápida, económica y ampliamente utilizada que sirve para amplificar 
un fragmento de ADN. Para ello, requiere de la ADN polimerasa, 
ADN molde y una pareja de cebadores diseñados específicamente para 
la región de ADN de interés.  La reacción consiste en la 
desnaturalización de la molécula de ADN en dos cadenas sencillas, la 
hibridación de los cebadores a sus secuencias complementarias en 
cada uno de los extremos del ADN molde y la extensión mediante la 
ADN polimerasa (Figura 11A).  Este proceso se repite en 25-35 
ciclos, empleando los nuevos fragmentos de ADN que se generan 
como ADN molde, de manera que en cada ciclo se duplica el número 
de moléculas de ADN (Figura 11B).  
 
La PCR en tiempo real es una variante de la PCR convencional  
en la que es posible monitorizar en tiempo real o controlar el progreso 
de la reacción conforme se produce. Por tanto, permite amplificar y 
simultáneamente cuantificar el producto de la amplificación mediante 
la adición de un fluoróforo que será detectado en un termociclador 






















Figura 11: Representación de la amplificación mediante PCR.  
 
Es una técnica ampliamente utilizada en biología molecular 
para estudios de expresión de génica así como para el análisis de 
mutaciones. En este sentido, diferentes aproximaciones de PCR en 
tiempo real han sido desarrolladas con objeto de identificar 
mutaciones puntuales en el melanoma. Uno de ellos es la 
amplificación mediante PCR alelo-específica, que es un método 
altamente selectivo y con elevada sensibilidad analítica o LoD (en 
torno al 5%). Se basa en una amplificación por PCR en tiempo real en 
la que se emplean cebadores alelo-específicos que amplifican una 
determinada región de ADN con una mutación conocida (Halait et al.,   
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2012). El primer test molecular validado en un ensayo clínico para la 
determinación de la mutación p.Val600Glu en pacientes con 
melanoma metastásico (Chapman et al., 2011) ha sido Cobas® 4800 
BRAF V600 test. Otras plataformas han sido posteriormente 
desarrolladas mejorando la sensibilidad y automatización (sistema 
Idylla™).  
 
Figura 12: Representación de la detección de mutaciones mediante PCR alelo-




Otra aproximación de PCR en tiempo real descrita para el 
estudio de las alteraciones moleculares del melanoma es el análisis de 
curvas de fusión de alta resolución (High resolution melting; HRM). 
Esta metodología posee una elevada sensibilidad analítica (1-6%), y 
ha sido empleado en melanoma y otros tumores como método de 
cribado de variaciones genéticas (De Juan et al., 2009; Chen et al., 
2014).  Se basa en la realización de una amplificación mediante PCR 
en tiempo real seguido de un gradiente de temperaturas que produce la 
desnaturalización y renaturalización de los fragmentos de ADN 
generados. Todo ello se realiza en presencia de un intercalante de 
nueva generación y saturante, que  se  une completamente  al  ADN  
de  doble  cadena (Figura 13A).   
 
Al  hacerlo  emite  una  fluorescencia que   va   disminuyendo   
al   incrementar   la   temperatura   a   un   gradiente determinado, lo 
cual crea un patrón de disociación o curva de fusión (Arthofer et al., 
2011).  Las variaciones en las secuencias son detectadas tanto por un 
cambio en la temperatura de fusión (temperatura de melting o Tm) 
como por un cambio en la forma de la curva de disociación (Figura 
13B). Todo ello es posible no solo debido al uso de fluorocromos de 
unión a la doble cadena de ADN de tercera generación, sino también  
al desarrollo de instrumentos de PCR a tiempo real con un sistema de 
control de temperatura preciso y una capacidad de captura de datos 
avanzada. Los datos son  analizados y manipulados con programas 








Figura 13: Representación esquemática del método HRM. El gradiente de 
temperaturas produce la desnaturalización y renaturalización de los fragmentos de 
ADN en presencia del intercalante que se une completamente a la doble cadena (A). 
Las diferencias en la curva de fusión son debidas a las variaciones en la temperatura 







La pirosecuenciación es otro método enzimático que permite 
determinar la secuencia de una molécula de ADN. Se trata de un 
método de síntesis, porque la secuencia del ADN molde se determina 
a medida que se sintetiza su hebra complementaria. Para determinar la 
base que se añade durante la síntesis se lleva a cabo una serie de 
reacciones en las que participan cuatro enzimas (ADN polimerasa, 
ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa) y, los sustratos adenosina 5'-
fosfosulfato (APS) y luciferina. En este caso, en cada ciclo solo se 
añade uno de los cuatro dNTPs y si resulta ser el complementario a la 
hebra molde, se incorporará a la nueva cadena de ADN y se producirá 
una molécula de pirofosfato (PPi) por cada dNTPs incorporado (ya 
que puede haber varias bases iguales seguidas en la secuencia del 
molde). Si no es el complementario al molde, se añade otro dNTPs y 
así sucesivamente. Cada vez que la ADN polimerasa incorpora un 
nuevo dNTP, se libera un PPi que genera una señal luminosa gracias a 
una reacción quimioluminiscente por la acción de las enzimas ATP 
sulfurilasa y luciferasa (Figura 14).  
 
En general, la pirosencuenciación es una técnica con elevada 
sensibilidad analítica (en torno al 2%) y que se ha empleado en el 
estudio de mutaciones de melanoma (Edlundh-Rose et al.,  2006).   De 
hecho, se han desarrollado kits comerciales que permiten la 
identificación de las mutaciones en los codones más frecuentes en el 




















Inmunohistoquímica   
 
La inmunohistoquímica (IHQ) constituye una herramienta 
fundamental en el diagnóstico histopatológico de rutina. Se basa en la 
utilización de anticuerpos que se unen de forma específica a 
determinados antígenos presentes en las células. Dichos anticuerpos 
son detectados gracias a que se encuentran marcados con  cromóforos, 
que pueden unirse directamente al anticuerpo primario, o 
indirectamente mediante otros anticuerpos (secundarios) o sustancias 
como biotina o proteína A.  
Existen anticuerpos disponibles para una amplia variedad de 
antígenos que son empleados en la práctica clínica asistencial para el 
diagnóstico y clasificación de numerosas neoplasias. Adicionalmente, 
en los últimos también se ha destacado la utilidad de la IHQ para la 
detección de mutaciones. Así, en el melanoma se ha descrito el 
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empleo de anticuerpos específicos para la detección de la principal 
mutación en el gen BRAF (p.Val600Glu) (Riveiro-Falkenbach et al.,  
2017), así como en el gen NRAS (p.Gln61Arg) (Dias-Santagata et al.,  
2016).  
 
  La IHQ tiene la ventaja de que es una técnica rápida, barata, y 
que muestra una elevada sensibilidad analítica (en torno al 5%) y 
especificidad (98%), comparable a las otras técnicas empleadas en el 
diagnóstico molecular (Ihle et al., 2014).  Sin embargo, tiene el 
inconveniente de que únicamente detecta mutaciones específicas 
(Ugen et al.,  2015).  
 
Tabla 9: Principales métodos empleados para el estudio de mutaciones en el 
melanoma.  Modificada de Riveiro-Falkenbach et al. (Riveiro-Falkenbach et al., 
2017).  
Secuenciación Sanger Amplificación por PCR convencional Alto requerimiento de tiempo, 
y secuenciación mediante incorporación baja sensibilidad
aleatoria de ddNTPs terminadores. 
Amplificación por PCR en tiempo real Limitada al estudio de 
mediante cebadores específicos para determinadas mutaciones
cada mutación
Amplificación por PCR en tiempo real y No permite identificar cambios 
posterior comparación de las temperaturas de nucleótidos específicos
 de fusión
Amplificación por PCR convencional Elevado coste, se requiere  
seguido de secuenciación mediante la la plataforma
detección de pirofosfatos
Empleo de anticuerpos específicos para Limitada al estudio de una 
la proteína única mutación
Amplificación por PCR multiplex y Personal cualificado, complejo  
secuenciación (ddNTPs terminadores, análisis de datos















5.2. SECUENCIACIÓN MASIVA O NEXT-GENERATION 
SEQUENCING 
 
5.2.1. Metodología de la secuenciación masiva 
 
Los avances tecnológicos en la última década nos han 
permitido pasar de la secuenciación automática de un máximo de 96 
secuencias de 800 nucleótidos con secuenciadores de primera 
generación (método de Sanger) a la secuenciación de millones de 
fragmentos de ADN en paralelo  con equipos de segunda generación 
(Next-Generation Sequencing; NGS), e inclusive a las nuevas 
estrategias de secuenciación de tercera generación que utilizan 
tecnología SMRT (single molecule real time sequencing).   
 
Las plataformas de NGS difieren en la tecnología utilizada, 
pero todas ellas comparten la capacidad de secuenciar fragmentos de 
ADN amplificados clonalmente siguiendo un esquema de trabajo 
común (Figura 15). En un primer paso se requiere la fragmentación 
del ADN y ligación de los adaptadores (“etiquetas o barcodes”, que 
son secuencias cortas de ADN específicas de cada muestra que se 
añaden a los extremos de cada fragmento de ADN), seguido de la 
amplificación que se realiza sobre ADN inmovilizado en una 
superficie sólida (nanopartícula esférica o bead), que se deposita en el 
fondo de nanopocillos de una placa (chip o flowcell) en los que se 
lleva a cabo la reacción de secuenciación. Esta aproximación  permite 
la lectura simultánea de millones de secuencias; en consecuencia, 
ofrece como ventajas ser una  tecnología más sensible, rápida y de 
menor coste (al disminuir la cantidad de reactivos necesarios en estas 
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nanoreacciones); sin embargo, su principal limitación es el elevado 
volumen de datos que genera, requiriendo no sólo una infraestructura 
adecuada para su almacenaje, sino también un correcto análisis e 
interpretación de los mismos.  Este hecho, ha determinado el 
desarrollo de técnicas bioinformáticas avanzadas que permiten el 
análisis de los datos generados mediante la consulta de bases de datos 
y la aplicación de diversas herramientas computacionales (Gogol-




















Figura 15: Flujo de trabajo utilizado en los estudios de secuenciación masiva. 
Tomada de Grada et al. (Grada et al., 2013).  
 
Una de las principales diferencias entre las plataformas de 
NGS es el tipo de amplificación utilizada, que puede ser mediante 
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PCR en emulsión o  PCR puente (Figuras 16A y 16B). En la PCR en 
emulsión la reacción se lleva a cabo en una emulsión aceite-agua  que 
genera microgotas para encapsular las microesferas cubiertas de 
cebadores (oligonucleótidos complementarios a los adaptadores) y los 
fragmentos de ADN. A cada microesfera se une un único fragmento 
de ADN mediante la secuencia del cebador que debe ser 
complementaria a la del adaptador del ADN y se lleva a cabo la 
amplificación, de forma que finalmente cada microesfera queda 
recubierta por miles de copias de la misma secuencia de ADN (este 
mecanismo es propio de Ion Torrent). En la PCR puente, la reacción 
tiene lugar en una placa de vidrio, sobre la que están dispuestos 
adaptadores complementarios a los adaptadores anclados en los 
fragmentos de ADN, que actúan como cebadores. Así, cada fragmento 
de ADN se une por sus extremos a los adaptadores complementarios y 
se lleva a cabo la amplificación clonal. Este proceso se repite 
múltiples veces, de manera que finalmente se  agrupan secuencias 





Figura 16: Representación esquemática de la amplificación mediante PCR en 
emulsión (A) y PCR puente (B).  
 
Adicionalmente, se diferencian dos tipos de secuenciación, la 
secuenciación por síntesis y la secuenciación por ligación. La 
secuenciación por síntesis se basa en la incorporación de nucleótidos 
mediante el empleo de la ADN polimerasa, y la identificación del 
nucleótido incorporado mediante el empleo de terminadores marcados 
con fluoróforos, liberación de un pirofosfato o cambios en el pH. La 
secuenciación por ligación  es un método enzimático de secuenciación 
que se lleva a cabo mediante la acción de la ADN ligasa (Goodwin et 
al., 2016). Este mecanismo es propio de SOLID, y actualmente es una 




5.2.2. Principales plataformas de secuenciación masiva 
 
454 Life Sciences  
 
Fue la primera plataforma de secuenciación de nueva 
generación comercializada (Margulies et al., 2005). La amplificación 
se lleva a cabo mediante una PCR en emulsión, y su mecanismo de 
secuenciación es por síntesis, basado en la pirosecuenciación 
(apartado 5.1) (Tabla 10). Es capaz de proporcionar lecturas largas, de 
unas 700 pares de bases (pb). Esta tecnología está actualmente en 
desuso ya que ha sido sustituida por las nuevas plataformas.  
 
SOLID (Support Oligonucleotide Ligation Direction) 
 
Es la única plataforma de NGS que lleva a cabo secuenciación 
por ligación y codificación por dos bases. Su principal desventaja es la 
alta tasa de error  y que ofrece lecturas cortas (75 pb), por lo que 




La metodología Illumina se basa en la secuenciación por 
síntesis, mediante el empleo de ddNTPs marcados con fluoróforos que 
bloquean de forma reversible la síntesis de la cadena de ADN. Tras la 
amplificación por PCR puente en una placa de vidrio  (apartado 5.2.1), 
se lleva a cabo la secuenciación mediante el bloqueo de uno de los 
adaptadores y comienzo de la reacción desde el otro extremo. A 
continuación se produce la incorporación simultánea de los ddNTPs 
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que se unen a las secuencias de ADN complementarias, bloquean la 
elongación y se determina la identidad de la primera base de cada 
cluster. Posteriormente se eliminan los fluorocromos y se regenera el 
extremo 3’-OH con un agente reductor, permitiendo la realización de 
ciclos sucesivos, de nuevo con la incorporación de ddNTPs, 




Figura 17: Reacción de secuenciación llevada a cabo por el método Illumina. 
Tomada de Goodwin et al (Goodwin et al., 2016).  
 
 
Al igual que la tecnología SOLID, Illumina ofrece lecturas 
cortas (150pb), pero con una gran capacidad de lecturas totales. Se han 
desarrollado varias plataformas (HiSeq, Miseq, NextSeq, entre otras) 
y actualmente constituye la tecnología de secuenciación de segunda 
generación más empleada.  
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Ion Torrent Sequencing 
 
Es la primera plataforma comercializada cuya secuenciación 
no depende del uso de fluorescencia, sino que se basa en la tecnología 
de semiconductores, en la que se detectan cambios de pH como 
consecuencia de los protones (H+) liberados en la reacción de 
polimerización del ADN (Rothberg et al., 2011). El proceso se lleva a 
cabo mediante el uso de chips con micro-pocillos cuya base detecta 
dichos cambios en el pH (Figura 18). Se dispone de dos plataformas 
capaces de generar lecturas largas (hasta 2000 pb), el sistema PGM y 
otro sistema de mayor capacidad, el Ion Proton. La tecnología Ion 
Torrent es una de las más utilizadas en la práctica clínica dado el 
creciente desarrollo de paneles de secuenciación con aplicación en 
enfermedades concretas, para secuenciar un determinado grupo de 











Figura 18: Reacción de secuenciación llevada a cabo por el Ion Torrent. Tomada de 




Tabla 10: Principales plataformas de NGS 
 
 
5.2.3. Aplicaciones de la secuenciación masiva 
 
El reciente desarrollo de plataformas de NGS ha permitido 
realizar un cribado exhaustivo de las alteraciones moleculares 
implicadas en distintos procesos biológicos. Concretamente en cáncer, 
ha permitido la identificación de nuevos genes implicados en su 
patogenia con potencial aplicabilidad en el diagnóstico, pronóstico y 
tratamiento.  Con respecto al melanoma, esta  nueva metodología ha 
permitido no sólo identificar nuevos genes, sino también conocer un 
rasgo distintivo de esta neoplasia comparado con otras, como es la alta 
carga mutacional (mediana de >10 mutaciones/Mb en melanoma 
comparado con 0,3 mutaciones/Mb en la leucemia) (Lawrence et al.,  
2013).  
La NGS se emplea para la secuenciación del genoma completo 
(Whole Genome Sequencing, WGS), permitiendo conocer deleciones, 
inserciones, variaciones en el número de copias, translocaciones y 
cambios de base ocurridos en todo el genoma; para la secuenciación 
de todas las regiones genómicas codificantes (Whole Exome 
Sequencing, WES); o bien para el estudio únicamente de regiones 
codificantes seleccionadas mediante el uso de paneles de 
secuenciación (Targeted exome sequencing). A este respecto, los 
Tipo Tipo Tamaño máximo
amplificación secuenciación de lectura (pb)
454 PCR emulsión Sintesis (pirosecuenciación) 700
SOLID PCR emulsión Ligación oligonucleótidos marcados fluoróforos 75
Illumina PCR puente Sintesis (ddNTPs marcados con fluoróforos) 150




estudios iniciales realizados mediante NGS se basaban en una 
secuenciación de tipo WGS o WES; sin embargo, estas 
aproximaciones tienen un coste muy elevado, y proporcionan una 
enorme cantidad de datos que requieren un análisis bioinformático 
complejo, por lo que no resultan de utilidad en el diagnóstico 
molecular de rutina. En este sentido, la secuenciación de regiones 
codificantes seleccionadas o Targeted exome sequencing, permite el 
análisis de alteraciones genéticas concretas, de manera que representa 
una modalidad de NGS de especial utilidad en la práctica clínica 
diaria. Esta alternativa permite una secuenciación más rápida, menos 
costosa y requiere un análisis bioinformático de menor complejidad.  
 
La mayoría de los estudios realizados con Targeted exome 
sequencing en melanoma han empleado paneles de secuenciación 
comerciales que incluyen genes frecuentemente implicados en los 
distintos tipos de cáncer (Dutton-Regester et al.,  2012; Siroy et al., 
2015; Goswami et al., 2015; Lee et al., 2015; Li et al., 2015; 
Stockman et al., 2015; Miraflor et al., 2017; Carlson et al., 2017). 
Estos paneles tienen la ventaja de que no requieren un diseño 
específico, y permiten el estudio de varios tipos de neoplasias sin 
necesidad de disponer de un panel determinado para cada una de ellas; 
sin embargo, tienen la limitación de que incluyen el análisis de 
múltiples genes sin implicación conocida en la patogenia del 
melanoma (Griewank al., 2015).   
 
Como alternativa a estos paneles comerciales, una minoría de 
autores ha desarrollado paneles específicos que incluyen genes de 
relevancia en el melanoma (Tabla 11) (Lovly et al., 2012; Pinto et al., 
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2016; Froyen et al., 2016; Reiman et al., 2017).  En el diseño de 
dichos paneles se han incluido los principales genes con implicación 
conocida en el melanoma (BRAF, NRAS, KRAS, KIT, GNAQ, 
GNA11), si bien cabe destacar que en ninguno de ellos se han 
analizado genes recientemente descritos en estudios de WGS/WES 
(NF1, RAC1, PPP6C, TERT...), y prácticamente no se ha incluido el 
estudio de genes relacionados con los mecanismos de resistencia a las 
nuevas terapias dirigidas (MEK1, MEK2, NF1, RAC1, HOXD8, 
CDK4...).  
 
Tabla 11: Estudios de NGS con diseños de paneles específicos empleados en el 
estudio de melanomas. 
 
 
LC: Líneas celulares; FFPE: Muestra parafinada; F: Muestra en fresco; NE: No 
especificado; Mtx: Metástasis 
Tipo de
muestras (nº)
Lovly CM et al , 2012 LC (6), F (24), 6 Hotspots NRAS, BRAF, KIT, CTNNB1, GNAQ, GNA11
FFPE (18)
Pinto R et al , 2016 FFPE (25) 11 Toda región BRAF, NRAS, PTEN, MITF, CDK4, MGMT, 
codificante CTLA4, PIK3CA, MC1R, KIT, RB1
Froyen G et al , 2016 FFPE (5) 24 AKT1, ALK, APC, BRAF, CDKN2A, CTNNB1, 
Hot spots GFR, ERBB2 (HER2), FBXW7, FGFR2, GNA11
GNAQ, KIT, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, PDGFRA,
PPIK3CA, PTEN, RET, SMAD4, STK11, TP53
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El melanoma es una neoplasia maligna con un importante 
impacto clínico en nuestro medio. Diversos estudios han constatado 
que es uno de los tumores cuya incidencia más ha aumentado en las 
últimas décadas, y que constituye la principal causa de muerte por 
cáncer cutáneo en el mundo.  
 
La clasificación tradicional del melanoma cutáneo establece 
cuatro subtipos de melanoma con características clínico-patológicas 
diferenciales; sin embargo, esta clasificación resulta insuficiente al 
carecer de valor pronóstico.  A su vez, a pesar de los recientes avances 
en el conocimiento de las alteraciones moleculares implicadas en su 
etiopatogenia, las alternativas terapéuticas del melanoma localmente 
avanzado y/o metastásico continúan siendo limitadas y las tasas de 
supervivencia continúan siendo bajas. Es por ello que resulta 
necesario profundizar en los mecanismos moleculares implicados en 
el desarrollo y progresión del melanoma, con el fin de identificar 
nuevos biomarcadores con utilidad clínica. Una caracterización del 
melanoma mediante una aproximación genómica y epigenómica 
podría ayudarnos a establecer una nueva clasificación del melanoma 
basada en subtipos moleculares, que a diferencia de la clasificación 
clínico-patológica actual, permita estratificar a nuestros pacientes en 
base al pronóstico, y a su vez tenga implicaciones terapéuticas. 
 
El reciente desarrollo de la NGS ha permitido un análisis 
exhaustivo de las alteraciones moleculares implicadas en la patogenia 
del melanoma. La mayoría de los estudios de NGS se basan en 
aproximaciones WGS y WES, que suponen un alto coste y requieren 
un manejo bioinformático de elevada complejidad. La secuenciación 
Justificación y objetivos 
90 
de regiones exónicas específicas mediante la aplicación de paneles de 
genes específicos ha demostrado mayor utilidad en la práctica clínica 
por su menor coste y una mayor facilidad para la interpretación de los 
resultados; sin embargo, son escasos los diseños de paneles centrados 
únicamente en el estudio de los genes implicados en melanoma. El 
diseño de un panel de genes específico de melanoma podría ser de 
utilidad no sólo para la clasificación de los melanomas primarios en 
base a sus alteraciones genéticas, sino también para el manejo de los 
melanomas metastásicos mediante la identificación de dianas 
terapéúticas, así como posibles mecanismos de resistencia a las 
actuales terapias dirigidas.  
 
Por todo lo anteriormente expuesto, el objetivo principal de 
esta tesis doctoral es la caracterización molecular de una serie de 
melanomas mediante una aproximación genética y epigenética, para 
tratar de establecer una clasificación molecular que tenga valor 
diagnóstico, pronóstico y terapéutico. 
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Para alcanzar este objetivo principal se han planteado los 
siguientes objetivos específicos: 
 
1. Estudio del perfil genético.  
1.1 Diseño y puesta a punto de un panel de genes descritos 
previamente en la literatura con utilidad diagnóstica, pronóstica y/o 
predictiva de respuesta en el melanoma, para su estudio por NGS.  
1.2 Estudio de la prevalencia de mutaciones de los diferentes 
genes incluidos en el panel en una serie de melanomas primarios.  
1.3 Estudios de asociación de las mutaciones identificadas con 
los parámetros clínico-patológicos y evolutivos de los pacientes.  
1.4 Establecimiento de una clasificación molecular en base a 
las mutaciones identificadas (siguiendo los criterios de la TCGA).  
1.5 Estudio de la prevalencia de mutaciones en muestras 
pareadas de melanoma metastásico.   
 
2. Estudio de los perfiles de metilación aberrante del ADN. 
2.1. Estudio de la prevalencia de metilación en TSGs en una 
serie de melanomas primarios.  
2.2 Estudios de asociación de la metilación con los parámetros 
clínico-patológicos y evolutivos de los pacientes.  
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3. Estudio de los perfiles de expresión de miRNAs. 
2.1. Estudio del perfil de expresión de miRNAs en una serie de 
melanomas primarios.  
2.2 Selección y validación de los miRNAs seleccionados en 
una segunda serie de muestras.  
2.3 Estudios de asociación de la expresión de los miRNAs 
seleccionados con los parámetros clínico-patológicos y evolutivos de 
los pacientes.  
2.4 Estudio de los miRNAs seleccionados en una serie de 

















1.1 SELECCIÓN DE PACIENTES 
 
Estudio observacional retrospectivo efectuado en 210 pacientes 
diagnosticados de melanoma desde 2005-2017 en los Servicios de 
Dermatología y Anatomía Patológica del Hospital Universitario y 
Politécnico la Fe (n=113), Hospital General Universitario de Valencia 
(n=75), Hospital La Plana de Villarreal (n=20) e Instituto Valenciano 
de Oncología (n=2). Adicionalmente, el estudio ha incluido una serie 
de 20 pacientes diagnosticados de nevus melanocíticos y un grupo 
control (n=10) de pacientes sin antecedentes personales ni familiares 
de cáncer (Hospital Universitario y Politécnico la Fe). Las Tablas 12A 
y 12B recogen las características epidemiológicas, clínicas, 
histopatológicas y evolutivas de los pacientes diagnosticados de 
melanoma y nevus melanocítico, respectivamente; los pacientes con 
melanoma in situ han sido excluidos del estudio.  
Todos los pacientes han manifestado por escrito su aprobación 
para participar en el estudio. El consentimiento informado ha sido 
elaborado de acuerdo con las directrices recogidas en la Declaración 
de Derechos Humanos y Conferencia de Helsinki y los requisitos 
establecidos en la legislación valenciana y española en el ámbito de 
investigación biomédica. Asimismo, el proyecto de investigación ha 
sido aprobado por el respectivo Comité Ético de Investigación Clínica 
de los hospitales anteriormente mencionados.  
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1.2 MUESTRAS A ESTUDIO 
 
Se han obtenido 210 muestras de melanoma primario y 12 de 
metástasis, así como 20 muestras correspondientes a nevus 
melanocíticos. Todas las muestras habían sido incluidas en parafina y 
almacenadas en los archivos de los Servicios de Anatomía Patológica 
y Dermatología. Para las determinaciones moleculares se han 
seleccionado la muestras con mayor porcentaje de células tumorales, 
excluyéndose aquéllas con <20% de celularidad tumoral. 
Adicionalmente, muestras de piel sana (n=10) han sido utilizadas 
como grupo control en los estudios moleculares. 
 






 <40 20 (9,5)
 40-65 98 (46,7)
  >65 92 (43,8)
Sexo (%)




Cabeza y cuello 30 (14,3)
Tronco 94 (44,8)
Extremidades superiores 37 (17,6)
Extremidades inferiores 35 (16,7)
Acral 14 (6,7)
Fotolocalización (%)
Oculto sol 31 (14,8)
Exposición intermitente 150 (71,4)
Exposición crónica 29 (13,8)
Variable
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Tabla 12A: Continuación 
 
 
LMM: Lentigo Melanoma Maligno; MES: melanoma extensión superficial; NM: 
Nodular melanoma; MLA: melanoma lentiginoso acral; FGM: Fast growing 









Índice de Breslow (%)
<1mm 118 (56,2)
1-2mm 45 (21,4)
 2-4mm 24 (11,4)















No realizado 103 (49,0)
Negativo 81 (38,6)
Positivo 17 (8,1)
No identificado 9 (4,3)
Estadio tumoral (%)
Localizado (I-II) 175 (83,3)
Locorregional y metastásica (III-IV) 35 (16,7)
Evolución (%)
Enfermedad estable 172 (82,7)
Recaída (locorregional y/o metástasis a distancia) 26 (12,5)
Exitus 10 (4,8)
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Tabla 12B: Características clínico-patológicas de los pacientes diagnosticados de 




2.1 PLAN DE TRABAJO 
 
De los todos casos incluidos en el estudio, se han solicitado 
cortes del tejido tumoral incluido en parafina (FFPE) a los servicios de 
Dermatología y Anatomía Patológica. El aislamiento de ADN y ARN 
para su posterior empleo en los métodos moleculares propuestos ha 
sido realizado a partir de muestras FFPE. El estudio de alteraciones 
moleculares mediante Next-Generation Sequencing (NGS), PCR en 
tiempo real [análisis de curvas de fusión de alta resolución (HRM; 
High Resolution Melting) y sistema de mutación refractario a la 
amplificación por PCR (ARMS-PCR)] y secuenciación de Sanger, se 





 <40 5 (25)
 40-65 11 (55)






Cabeza y cuello 2 (10)
Tronco 17 (85)
Extremidades superiores 0 (0)
Extremidades inferiores 1 (5)
Acral 0 (0)
Subtipo histológico (%)
Nevus intradérmico 4 (20)
Nevus compuesto 6  (30)
Nevus displásico 10 (50)
Variable
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promotor de TSGs mediante amplificación múltiple empleando sondas 
dependientes de una fase de ligación sensible a la metilación (MS-
MLPA).  El perfil de expresión de miRNAs mediante arrays de 
expresión y su posterior validación mediante PCR cuantitativa a 
tiempo real (RT-qPCR) se ha realizado sobre ARN. La figura 19 
muestra el algoritmo de trabajo establecido.  
 
 
Figura 19: Diagrama de flujo utilizado para los estudios moleculares 
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2.2 EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 
2.2.1 Extracción de ADN 
 
La extracción de ADN se ha realizado a partir de tres secciones 
de 10μm de tejido FFPE que inicialmente ha sido desparafinado 
mediante la utilización de 160 μl de la Solución de Desparafinado 
(Qiagen). Posteriormente se ha empleado como método de extracción 
en columna el GeneRead DNA FFPE Kit (Qiagen). Este 
procedimiento de aislamiento y purificación se basa en la adsorción 
del ADN (a través de sus grupos fosfato) a la membrana de sílice 
(cargada positivamente) de las columnas. Las proteínas, lípidos, 
metabolitos y otros contaminantes no son afines a la membrana y se 
eliminan con ayuda de una solución de lavado y un ciclo de 
centrifugación, mientras que el material genético permanece unido a la 
matriz. Adicionalmente se ha realizado una incubación con UNG 
(Uracil-N-Glycosylase), que es de especial utilidad para los estudios 
de secuenciación, ya que previene la formación de artefactos como 
consecuencia de la desaminación oxidativa de la citosina secundaria a 
la fijación con formaldehído (cambios en la secuencia tipo C>T).  
 
El procedimiento de extracción comporta la incubación y 
digestión durante toda la noche a 56°C y posteriormente una hora a 
90°C, con una mezcla de 55 μl de agua libre de nucleasas, 25 μl de 
Buffer FTB, y 20 proteinasa K. La fase acuosa generada tras la 
digestión se transfiere a un nuevo tubo, se le añaden 115 μl de agua 
libre de nucleasas y se incuba durante una hora con 35 μl de UNG a  
50°C, seguido de una incubación a temperatura ambiente con 2 μl 
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RNasa A durante 2 minutos.  Posteriormente se añaden 250 μl Buffer 
AL y 250 μl de etanol (96–100%) y se transfiere todo el lisado a la 
columna. A continuación se realizan los lavados de la columna con 
500 μl Buffer AW1 y AW2, y finalmente se realiza la elución en 30 μl 
de Tris Edta (TE), permitiendo la obtención del ADN purificado. 
 
 
2.2.2 Extracción de ARN 
 
El ARN total de las muestras se ha purificado mediante el Kit 
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation (ThermoFisher Scientific). 
Se han disgregado y desparafinado tres secciones de 20μm de tejido 
mediante 160 μl de la Solución de Desparafinado (Qiagen).  
 
Para aislar el ARN, la muestra se digiere con 100 μl de 
Digestion Buffer y 4 μl de proteasa a 50°C durante 3 horas seguido de 
15 minutos a 80 °C. Una vez digerida, la fase acuosa se trasnfiere a un 
nuevo tubo de microcentrífuga y se añade una mezcla de 120 μl 
Isolation Additive y 275 μl de etanol al 100%. Todo el contenido del 
tubo se transfiere a la columna y posteriormente se realizan los 
lavados con los Buffer Wash 1 y Wash 2/3. A continuación se realiza 
una digestión con nucleasas mediante la adición de una mezcla de 6 μl 
de 10X DNase Buffer, 4 μl de DNase y 50 μl de agua libre de 
nucleasas, y se repiten los lavados con los Buffer Wash 1 y Wash 2/3. 
Finalmente se realiza la elución en 30 μl de agua libre de nucleasas.  
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2.2.3 Cuantificación y valoración de la calidad de los ácidos 
nucleicos 
 
La cantidad y calidad de ADN/ARN se ha determinado 
mediante espectrofotometría utilizando el NanoDrop ND-1000 
Spectrophotometer  (ThermoFisher Scientific). El Nanodrop calcula la 
concentración de los ácidos nucleicos en ng/μl y evalúa la pureza 
mediante el ratio entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm (1,8-2,0) y 
el ratio entre 260 nm y 230 nm (1,8-2.2). Valores fuera de los rangos 
indican la presencia de contaminantes que absorben a longitudes de 
onda similares, tales como proteínas, fenoles, hidratos de carbono o 
compuestos aromáticos.  
 
De forma adicional, la concentración de ADN ha sido 
determinada mediante fluorimetría utilizando el Qubit 3.0 
Fluorometer (ThermoFisher Scientific). Este método de cuantificación 
permite determinar la concentración de la muestra mediante la 
utilización de sondas fluorescentes de forma altamente sensible y 
precisa. La cuantificación de ácidos nucleicos mediante fluorimetría 
resulta de especial utilidad para la preparación de librerías en los 
estudios de NGS.  
 
Asimismo, la calidad del ARN ha sido determinada mediante 
electroforesis en el Agilent 2100 Bioanalyzer system utilizando el kit 
Agilent RNA 6000 Nano. Este método mide la integridad del ARN 
mediante la estimación del RNA Integrity Number (RIN) que tiene un 
rango numérico del 1 (muestra degradada) al 10 (muestra íntegra). Los 
ácidos nucleicos procedentes de tejidos parafinados sufren 
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degradación consecuencia de su exposición a la formalina, mostrando 
valores del RIN bajos. Para el estudio de expresión de miRNAs 
mediante arrays únicamente se han seleccionado las muestras FFPE  
que han proporcionado un valor de RIN aceptable para el estudio 
(RIN = 2-3).    
 
 
2.3 ESTUDIOS GENÉTICOS 
El estudio de mutaciones se ha realizado mediante tres 
métodos moleculares: NGS, PCR en tiempo real  y secuenciación de 
Sanger. 
- NGS: estudio de alteraciones moleculares mediante el 
diseño de novo de un panel de  35 genes implicados en la 
patogenia del melanoma. 
- PCR en tiempo real: confirmación de mutaciones 
identificadas mediante NGS en los genes NRAS y KRAS. 
Uso de la aproximación de HRM para el estudio de 
mutaciones en el gen IDH1, y confirmación de mutaciones 
del gen BRAF identificadas por NGS.  
- Secuenciación de Sanger: estudio de mutaciones en el 
promotor del gen TERT y el gen IDH1; confirmación de las 
mutaciones identificadas por NGS en los genes BRAF, 
NRAS, KRAS, y KIT.  
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2.3.1 Estudio de alteraciones moleculares mediante secuenciación 
masiva 
2.3.1.1 Selección de genes y diseño del panel 
2.3.1.1.1 Selección de genes 
Se ha realizado una búsqueda bibliográfica con el fin de revisar 
genes previamente descritos en melanoma.  Para ello se ha utilizado la 
base de datos PUBMED (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). En la 
búsqueda se han incluido los registros publicados hasta el 1 de 
diciembre del 2014 utilizando los siguientes términos de búsqueda: 
“Melanoma” AND “mutations”; Melanoma” AND “Genetics”; 
“Melanoma” AND “Next-Generation Sequencing”; “Melanoma” 
AND “Whole Exome sequencing”; “Melanoma” AND “Whole 
Genome sequencing”; y “Melanoma” AND “Targeted Exome 
sequencing”.  
Para la selección de los genes candidatos se ha tomado en 
consideración su clasificación en tres grupos en función de su 
implicación en el melanoma:  
- Grupo I: Genes bien conocidos por su implicación en la 
patogenia del melanoma.  
- Grupo II: Genes con mutaciones descritas como posibles 
mecanismos de resistencia a terapias dirigidas empleadas 
en pacientes con melanoma avanzado.   
- Grupo III: Genes recientemente descritos en estudios 
WGS/WES, cuya implicación en la patogenia del 
melanoma es desconocida.  
De cada uno de los genes seleccionados se ha revisado la 
presencia de “regiones calientes” o “hot spots”, que son regiones 
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exónicas donde es frecuente que se produzcan mutaciones. En 
aquellos genes en los que no se han identificado “hot spots”, se han 
revisado las regiones donde previamente han sido descritas 
mutaciones por otros autores. 
 
2.3.1.1.2 Diseño del panel 
 
El diseño se ha realizado utilizando la herramienta Ion 
Ampliseq Designer (www.ampliseq.com). La herramienta permite la 
inclusión de toda la región codificante de un gen, o bien de las 
regiones exónicas de interés mediante la anotación de cada una de las 
posiciones cromosómicas (Figura 20). Por ello, en función de si 
existen o no “hot spots” en el gen seleccionado se han indicado  las 
posiciones cromosómicas a estudiar o se ha incluido el estudio del gen 
completo, respectivamente. Para la búsqueda de las posiciones 
cromosómicas de cada región se han consultado las bases de datos 
UCSC Genome Browser y COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations 
in Cancer).  
Finalizado el proceso de diseño del panel, la herramienta Ion 
Ampliseq Designer proporciona  una descripción del mismo indicando 
los amplicones generados  así como la cobertura con la que se leerán 
cada una de las regiones de estudio en el secuenciador.  
 









Figura 20: Ejemplo de diseño del panel proporcionado por la herramienta Ampliseq Designer. 
A: Se especifica para cada “hot spot” la posición cromosómica de inicio y fin del amplicón, el 
número de pares de bases incluidas, y la cobertura con la que son leídas por el secuenciador. 
B. Detalle del diseño para genes sin “hot spots” o con mutaciones a lo largo de todo el gen,  
en los que se incluye el estudio de toda la región codificante y la herramienta proporciona la 
cobertura para dicho gen.  
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2.3.1.2 Preparación de librerías 
La preparación de librerías según la tecnología empleada, 
requiere una amplificación mediante PCR múltiple seguida de la 
ligación de los adaptadores e identificadores (barcodes).  La figura 21 





















La preparación de librerías se ha realizado mediante el  Ion 
Ampliseq Library kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Esta tecnología 
permite una amplificación de todas las regiones genómicas mediante 
PCR múltiple en una placa de 96 pocillos, mediante la preparación de 
dos pool de parejas de cebadores. El procedimiento se lleva a cabo 
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empleando 10 ng de ADN medidos mediante fluorimetría (Qubit 3.0) 
para cada uno de los pool. El protocolo y programa de temperaturas de 
PCR se especifican en las tablas 13 y 14. El número de ciclos de PCR 
se ajusta en función del número de parejas de cebadores por pool, 
acorde a las especificaciones del fabricante.  
 
 






Tabla 14: Programa de temperaturas de PCR empleado para la preparación de las 
librerías 
 
2.3.1.2.2 Digestión de los cebadores 
 
Los restos de cebadores del producto de PCR se eliminan 
mediante la adición de 2 μl  de FuPa Reagent. El programa utilizado 
en el termociclador se especifica en la tabla 15.  
 
Nº Ciclos Paso Tª  (°C) Tiempo 
1 Activación de la enzima 99 2 minutos
Desnaturalización 99 15 segundos
Hibridación y elongación 60 4 minutos
20
Reactivo Volumen (μl)
Ion AmpliSeq Hifi Mix 4
Ion AmpliSeq Primer Pool 10
ADN (10 ng) 6
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Tabla 15: Programa de temperaturas empleado en el termociclador para la digestión 





2.3.1.2.3 Ligación de adaptadores y purificación de las librerías 
 
Para la ligación de los adaptadores e identificadores a las 
muestras se prepara una mezcla de Ion P1 Adapter y Ion Xpress 
Barcode  a una dilución 1:4 para cada uno de los identificadores. Una 
vez preparada, se  lleva a cabo la reacción de ligación siguiendo el 
protocolo y programa de temperaturas especificado en las tablas 16 y 
17.  
 













Ion P1 Adapter y Ion Xpress Barcode (dilución 1:4) 2
Switch Solution 4
DNA Ligase 2
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La purificación de las librerías se realiza añadiendo 45 μl de 
microesferas Agencourt® AMPure® XP (Beckam Coulter). La mezcla 
se incuba durante 5 minutos colocando la placa en la gradilla 
magnética DynaMag®-PCR magnet, lo que conlleva la unión de los 
productos de PCR a las microesferas magnéticas.  Una vez desechado 
el líquido sobrenadante se realizan dos lavados con 150 μl de etanol al 
70%.  
 
2.3.1.2.4 Ecualización o normalización de la concentración de las 
librerías 
 
La concentración de las librerías se normaliza a 100 pM 
mediante la utilización del Ion Library Equalizer Kit. Este método 
requiere la amplificación de la librería siguiendo el protocolo y 
programa de temperaturas especificados en las tablas 18 y 19.   
 
Tabla 18: Protocolo de trabajo empleado para la ecualización de las librerías.  
 
 




Platinum® PCR SuperMix 4
Equalizer™ Primers 2
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Tabla 19: Programa de temperaturas empleado para la ecualización de las librerías.  
 
 
2.3.1.3 Amplificación clonal y enriquecimiento 
 
La amplificación clonal y enriquecimiento se han realizado 
mediante el Ion OneTouch™ 2 System.  
 
Para la amplificación clonal se utiliza el Ion OneTouch™ 2 
Instrument en el que se lleva a cabo una PCR en emulsión. La 
metodología emplea microesferas magnéticas [Ion Sphere™ Particles 
(ISPs)] a las que se une un único fragmento de ADN mediante una 
secuencia complementaria al adaptador P1. Las ISPs se emulsionan en 
una mezcla de agua y aceite, y se realizan miles de reacciones de PCR 






Nº Ciclos Paso Tª  (°C) Tiempo 
1 Activación de la enzima 99 2 minutos
Desnaturalización 99 15 segundos
Hibridación y elongación 60 4 minutos
20









Figura 22: Representación esquemática  de la PCR en emulsión.  
 
En un primer paso se realiza una dilución de la librería de 
ADN a 100 pM, mediante la mezcla de un volumen de 2 μL de la 
librería y agua de agua libre de nucleasas hasta un volumen total de 25 
μL. Posteriormente, se prepara la solución de amplificación siguiendo 
el protocolo especificado en la tabla 20.  
 
 







Se introducen 1000 μl de la solución de amplificación en el Ion 
OneTouch™ Reaction Filter, seguido de 1700 μl de Ion OneTouch™ 
Reaction Oil. A continuación, el filtro se inserta en el Ion OneTouch™ 
2 Instrument para llevar a cabo la amplificación clonal mediante el 
programa Ion Torrent PGM Hi-Q OT2 kit 200. Una vez terminada la 
PCR en emulsión y tras una centrífuga de 10 minutos, las ISPs se 
depositan en los tubos de colección (Ion OneTouch™ Recovery 
Reactivo Volumen (μl)
Ion PGM™ Hi-Q™ Reagent Mix 800
Ion PGM Hi-Q Enzyme Mix 50
Ion PGM™ Hi‑Q™ ISPs 100
Librería (100 pM) 25
Agua libre de nucleasas 25
Material y métodos 
113 
Tubes). De cada tubo se elimina todo el sobrenadante sin tocar el 
pellet, excepto un volumen de 100 μL que se utiliza para resuspender 
las ISPs. Posteriormente, a cada tubo se le añaden 500 μl de Ion 
OneTouch™ Wash Solution. El volumen resultante de ambos tubos 
colección se mezcla en un solo tubo Eppendorf LoBind™,  y tras ser 
centrifugado, se deshecha el sobrenadante excepto un volumen de 100 
μL que se emplea para el enriquecimiento.  
 
El enriquecimiento de las ISPs se realiza con el Ion 
OneTouch™ ES. Este paso comporta la selección de las ISPs que 
contienen un fragmento de ADN amplificado y la eliminación de las 
ISPs sin amplicón, mediante la utilización de esferas magnéticas 
unidas a estreptavidina que se unen al adaptador A biotinilado. El 
procedimiento requiere el empleo de una tira de 8 pocillos donde se 
añaden todos los reactivos necesarios. En el primer pocillo se añaden 
100 μL de las ISPs, en el segundo pocillo se añaden 130 μL de 
Dynabeads MyOne Streptavidin C1 Beads, en los pocillos 3º-5º se 
añaden 300 μL del Ion OneTouch™ Wash Solution, y en el séptimo 
pocillo 300 μL de solución Melt-off.  




La secuenciación se ha llevado a cabo en el Ion PGM System.  
Esta tecnología emplea chips semiconductores y se basa en la 
detección de cambios de pH como consecuencia de los protones 
liberados en la reacción de polimerización del ADN (Figura 23).  
 
 
Figura 23: Esquema del método de secuenciación mediante semiconductores.  
 
 
En primer lugar se le añaden a las ISPs enriquecidas 5 μL de 
Control Ion Sphere™ Particles y se centrifuga 2 minutos a 15,500 × 
g. Se elimina el sobrenadante sin tocar el pellet hasta dejar un 
volumen de 15 μL, y posteriormente se añaden 12 μL de Sequencing 
Primer hasta alcanzar un volumen total de 27 μL. La mezcla se incuba 
2 minutos a 95°C y 2 minutos a 37°C. A continuación se añaden 3 μL 
de Ion PGM Sequencing 200 v2 Polymerase hasta alcanzar un 
volumen de 30 μL, y se incuba durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. Posteriormente se elimina el contenido del Ion 318 Chip v2 
y se procede a cargar los 30 μL en el chip. Una vez cargado, se coloca 
en la placa del Ion PGM Sequencer y se inicia el proceso de 
secuenciación.  
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2.3.1.5 Análisis bioinformático 
Para realizar el análisis bioinformático, los datos han sido 
transferidos desde el Ion PGM System al servidor (Ion PGM Torrent 
Server). El análisis inicial de los datos para la anotación de variantes 
se ha realizado mediante el Ion Torrent Suite Software. El filtrado 
inicial de las variantes se ha realizado mediante el Ion Reporter 
software.  
 
2.3.1.6 Estudios de sensibilidad 
La determinación del LoD de la metodología de NGS se ha 
realizado mediante la secuenciación de dos líneas celulares de 
adenocarcinoma de colon. Una de las líneas empleadas ha sido la HT-
29 (ACC-299) que es portadora de la mutación p.val600Glu en 
heterocigosis en el gen BRAF y el polimorfismo p.Arg160Trp en el 
gen MC1R, y la otra línea ha sido la Caco-2 (ACC-169) que es wt para 
las dos variantes mencionadas. Con el ADN genómico de ambas 
líneas celulares se han realizado diluciones seriadas en una proporción 
1:1, 1:3, 1:24, 1:49, 1:99, 1:999, dando lugar a frecuencias alélicas del 
25%, 12.5%, 2%, 1%, 0.5% y 0.05%, respectivamente. Cada una de 
las diluciones resultantes ha sido secuenciada en dos experimentos 
independientes siguiendo la metodología descrita para las muestras de 
tejido.  
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2.3.1.7 Clasificación de las variantes identificadas 
Para una adecuada clasificación de variantes patogénicas se 
han definido unos criterios de selección (Figura 24). Todas las 
variantes intrónicas y exónicas sinónimas han sido inicialmente 
excluidas. Asimismo, se han aplicado filtros para eliminar posibles 
falsos positivos, teniendo en cuenta únicamente aquellas variantes con 
un número de lecturas totales o cobertura ≥500, un número de lecturas 
en el alelo mutado ≥20, y un p valor <0,01.  
 
Además se ha realizado una búsqueda de las variantes filtradas 
en las bases de datos COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in 
Cancer) y dbSNP (database for single nucleotide polymorphisms) 
para identificar mutaciones y polimorfismos previamente descritos. 
Para dilucidar el papel patogénico de las variantes de origen 
desconocido (VEDs) se han utilizado programas de predicción “in 
silico”. Estas herramientas tienen como objetivo la predicción de los 
efectos funcionales proteicos derivados de los cambios en el 
aminoácido estableciendo una puntuación (score). Los programas 
utilizados han sido SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant), 
Polyphen-2 (Polymorphism Phenotyping v2), Provean (Protein 
Variation Effect Analyzer), CONDEL (consensus deleteriousness 
score of missense mutations) y SNPS&GO. Se han considerado 
variantes patogénicas aquellas con predicción deletérea en tres de los 
cinco algoritmos empleados, así como las variantes tipo frameshift y 
nonsense.  
Adicionalmente, todas las mutaciones y VEDs clasificadas 
como patogénicas han sido confirmadas mediante su visualización en 
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el software Integrative Genomics Viewer (IGV; Broad Institute, Reino 
Unido). (Version 2.3).  
Los polimorfismos identificados en genes previamente 
descritos por su contribución a la predisposición del melanoma 
(CDKN2A, CDK4, MC1R y MITF), también han sido clasificados 
mediante las herramientas de predicción “in silico”. Se han 
considerado polimorfismos de alto riesgo aquéllos con predicción 
deletérea en tres de los cinco  algoritmos empleados. 
 
 
Figura 24: Diagrama de flujo seguido en la clasificación de variantes. Se indican los 
criterios aplicados para la selección y clasificación de las variantes patogénicas. 
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2.3.1.8 Confirmación de las mutaciones identificadas 
La confirmación de las mutaciones identificadas en los genes 
BRAF, NRAS, KRAS, y KIT se ha realizado, en la Unidad de Biología 
Molecular (UBM; Laboratorio con certificación ISO 15.189; Hospital 
Universitarios y Politécnico La Fe) mediante los métodos empleados 
en la rutina asistencial.    
 
Confirmación de las mutaciones en BRAF 
Se ha realizado mediante HRM acorde a lo que se describe en 
el apartado 2.3.2.2. Las mutaciones del gen BRAF identificadas por 
NGS fuera del codón V600 han sido estudiadas por secuenciación de 
Sanger acorde a lo descrito en el aparatado 2.3.3.  
 
Confirmación de las mutaciones en NRAS y KRAS 
Las mutaciones en los genes NRAS y KRAS han sido 
confirmadas mediante PCR en tiempo real en la plataforma Applied 
Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems utilizando AmoyDx® 
KRAS/NRAS Mutations Detection Kit acorde a lo que se describe en el 
apartado 2.3.2.1. Aquellas mutaciones identificadas mediante NGS no 
valorables por esta metodología han sido estudiadas mediante 
secuenciación de Sanger acorde a lo descrito en el aparatado 2.3.3.  
 
Confirmación de las mutaciones en KIT 
Han sido confirmadas mediante secuenciación de Sanger 
acorde a lo descrito en el apartado 2.3.3. 
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2.3.2 Estudio de mutaciones mediante PCR en tiempo real 
2.3.2.1 Estudio de mutaciones mediante sistema de mutación 
refractario a la amplificación por PCR o ARMS-PCR 
 
La confirmación de mutaciones en los genes KRAS y NRAS se 
ha realizado mediante PCR en tiempo real empleando AmoyDx® 
KRAS Mutation Detection y AmoyDx® NRAS Mutation Detection Kit 
(Amoy Diagnostics), respectivamente. Este kit emplea la tecnología 
ARMS (Amplification-refractory mutation system) para la detección 
de mutaciones puntuales. Consiste en un ensayo de PCR a tiempo real 
que emplea cebadores de PCR específicos para la mutación. Estos 
cebadores presentan en el extremo 3’ un nucleótido complementario al 
nucleótido mutado, de esta manera, en muestras wt el cebador no 
hibrida adecuadamente y no hay amplificación (Figura 25).  
 
Figura 25: Fundamento de la tecnología ARMS-PCR 
 
El ensayo se AmoyDx® KRAS Mutation Detection Kit se ha 
diseñado para detectar 19 mutaciones somáticas en los codones 12, 13, 
59, 61, 117 y 146 del gen KRAS (Tabla 21). El ensayo AmoyDx® 
NRAS Mutation Detection Kit se ha diseñado para detectar las 16 
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mutaciones somáticas en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 del gen 
NRAS (Tabla 21). En general, esta aproximación es capaz de detectar 
mutaciones con un nivel de mutación mínimo del 1% cuando se utiliza 
10 ng de muestra. 
 
El kit contiene suficientes reactivos para procesar 8 muestras. 
La reacción de PCR se lleva a cabo en unas tiras o strips de 12 
pocillos, precargadas con PCR Reaction Mix que contiene los 
reactivos necesarios para la detección de las mutaciones. KRAS 
Enzyme Mix y NRAS Enzyme Mix contienen la Taq DNA polimerasa 
para la amplificación por PCR y Uracil-N-glicosilasa para eliminar las 
cadenas de ADN que incluyan uracilo. Por último el kit también 
incluye un control positivo (Positive Control).  Según el protocolo de 
análisis, la muestra de ADN debe prepararse a una concentración de 3 
ng/μL y se le añade la enzima polimerasa. La mix es depositada en los 
pocillos de las tiras de reacción de PCR que contienen los 
desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs), las sondas específicas y el 
buffer necesarios para llevar a cabo la reacción de amplificación. El 
protocolo y programa de temperaturas que se han empleado se 
especifican en las tablas 22 y 23. La reacción de PCR a tiempo real se 
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Tabla 21: Mutaciones en KRAS y NRAS detectadas por el kit. 
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Tabla 22: Protocolo empleado para la PCR en tiempo real empleando 






Tabla 23: Protocolo empleado para la PCR en tiempo real empleando 
el AmoyDx® KRAS/NRAS Mutations Detection Kit.  
 








El análisis de los datos se ha realizado en la plataforma 7500 
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) mediante la 
visualización de las curvas de amplificación (Figuras 26A y 26B).  
 
Nº Ciclos Tª  (°C) Tiempo









S: Segundos; M: Minutos
KRAS NRAS
ADN (ng/μL) 65,8 42,3
 Enzyme Mix 4,2 2,7
Volumen (μl)
Reactivo
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Figuras 26Ay 26B: Imagen correspondiente a las curvas de amplificación mediante 
AmoyDx® NRAS Mutations Detection Kit. En la Figura 26A se observa la 
amplificación de una muestra portadora de mutación en el gen NRAS, mientras que 
en la Figura 26B no hay amplificación al ser una muestra wt.  
 
 
2.3.2.2 Estudio de mutaciones mediante análisis de curvas de 
fusión de alta resolución 
 
EL HRM es un método simple y rápido de cribado de 
variaciones genéticas que posee una elevada sensibilidad. Se lleva a 
cabo en un equipo de PCR en tiempo real y se basa en la comparación 
de las temperaturas de fusión (Tª melting; Tm). El procedimiento se 
inicia con una PCR para amplificar la región de interés, durante la 
cual se incluye un intercalante de nueva generación, el Light cycler 
480 ResoLight (Roche), que emite fluorescencia cuando está unido a 
la doble cadena de ADN. A continuación, los amplicones generados se 
someten a un gradiente de temperaturas que producen en primer lugar 
la desnaturalización de la doble hebra, posteriormente la 
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renaturalización y que termina de nuevo con la desnaturalización de 
fragmento amplificado.  Todo el proceso se realiza en presencia del 
intercalante que permite detectar variaciones en la Tm de los 
fragmentos amplificados debidas a la diferente composición de 
nucleótidos por la presencia de mutaciones o polimorfismos.  
 
Esta metodología se ha empleado para el estudio de 
mutaciones en el gen IDH1 y la confirmación de las mutaciones 
identificadas mediante NGS en el gen BRAF. Todas las muestras han 
sido procesadas por duplicado y en cada experimento se ha incluido 
un control positivo (portador de la mutación p.Val600Glu en el caso 
de BRAF, y p.Arg132Cys en el caso de IDH1) y un control negativo 
(wt). En el caso de IDH1 se ha procesado también un control portador 
del polimorfismo 105 GGC>GGT (rs11554137). El protocolo de 
trabajo y el programa de temperaturas se especifican en las tablas 24 y 
25.  
 








LightCycler 480 High Resolution Melting Master Mix 5
Cebadores 0,3
MgCl2 (25mM) 1,2
Agua libre de nucleasas 1,2
ADN (25 ng/μl) 2
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El análisis de los datos se ha realizado empleando el módulo 
Tm Calling incorporado en el programa LC 480 v.1.5. Este método de 
análisis permite la comparación de la Tm de cada una de las muestras 
con respecto a las muestras control, discriminado patrones (curvas de 
melting) distintos cuando existen alteraciones moleculares (Figura 
27A y 27B). Todos los patrones anómalos diferentes del wt han sido 
clasificados como mutados, polimorfismos o dudosos. Los productos 
de PCR que generan patrones anómalos, han sido posteriormente 
analizados mediante secuenciación de Sanger para caracterizar la 
alteración molecular detectada. 
Etapa Nº Ciclos Tª  (°C) Tiempo (segundos)
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A                                                                               B 
 
Figuras 27A y 27B: Estudio de mutaciones en los genes BRAF (A) e IDH1 (B) 
mediante HRM. Imagen correspondiente a las curvas del Tm Calling. Se observan 
diferencias en la Tm de las muestras con mutación, polimorfismo y wt.  
 
 
2.3.3 Estudio de mutaciones mediante secuenciación de Sanger 
 
Para el estudio de las mutaciones en el promotor del gen TERT, 
así como para la confirmación de las mutaciones identificadas 
mediante NGS (genes BRAF, NRAS, KIT, y KRAS) se ha empleado la 
secuenciación directa o secuenciación de Sanger. Adicionalmente, 
aquellas muestras que no han podido ser amplificadas mediante HRM 
para el estudio de mutaciones en el gen IDH1, también han sido 
estudiadas mediante secuenciación de Sanger.  
 
La secuenciación de Sanger se basa en la polimerización del 
ADN mediante la incorporación aleatoria de didesoxinucleótidos 
trifosfato (ddNTPs) marcados con fluoróforos. Estos ddNTPs 
terminan la elongación de la cadena al carecer del grupo 3´-OH 
produciendo fragmentos de longitud variable que posteriormente se 
separan por el tamaño mediante electroforesis capilar.  
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El estudio de mutaciones por este método requiere en un 
primer paso la amplificación de la región de interés por PCR. El 
protocolo de trabajo, el programa temperaturas de la PCR, y los 
cebadores empleados para la amplificación de cada gen se especifican 
en las tablas 26, 27 y 28.  
 
Tabla 26: Protocolo de trabajo para la amplificación con el Type-it Mutation Detect 









Tabla 27: Programa de temperaturas para la amplificación con el Type-it Mutation 
Detect PCR kit.  
 
 
Los productos de PCR han sido testados mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 2% permitiendo la visualización del 
fragmento amplificado en cada caso. Los productos de PCR han sido 
purificados con ExoSAP-IT (GE Healthcare), y preparados para su 
secuenciación utilizando ABI PRISM BigDye Terminator v3.0 Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). Los productos 
Nº Ciclos Paso Tª  (°C) Tiempo (minutos)
1 Desnaturalización inicial 95 5
Desnaturalización 95 45
40 Hibridación Ajustar 45
Elongación 72 1
1 Elongación final 72 10
Reactivo Volumen (μl)
Type-it multiplex PCR Master Mix 12,5
Q-Solution x5 2,5
Cebadores 0,5
Agua libre de nucleasas 7
ADN 2
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de secuenciación generados han sido posteriormente purificados 
empleando las columnas Performa DTR Gel Filtration Cartridges 
(EdgeBio). Finalmente la secuenciación se ha realizado en el 
ABIprism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para el 
análisis de los datos se ha utilizado el programa Sequencing Analyzer 
v.5.2.  
 
Tabla 28: Parejas de cebadores empleados y temperaturas de hibridación 
correspondientes para la amplificación.  
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2.4 ESTUDIOS EPIGENÉTICOS 
 
2.4.1 Detección de la metilación de promotores mediante 
amplificación múltiple empleando sonda dependiente de 
ligación sensible a metilación (MS-MLPA) 
 
La presencia de metilación aberrante en la región promotora de 
genes supresores tumorales (TSGs; Tumor suppressor genes) se ha 
analizado mediante la amplificación múltiple o de sondas 
dependientes de ligación  específica de metilación (MS-MLPA; 
Methylation-specific multiplex ligation-dependent probe 
amplification). El MLPA es un método basado en la PCR que permite 
analizar de forma simultánea las variaciones en el número de copias 
(VNCs) de múltiples genes, utilizando una única pareja de cebadores 
universales.  Para ello, emplea dos hemisondas específicas de cada 
secuencia de ADN de interés, que contienen la mitad de la secuencia 
diana y la secuencia complementaria a los cebadores utilizados en la 
amplificación. Una vez que las dos hemisondas son hibridadas con 
secuencias inmediatamente adyacentes, se produce la ligación de 
ambas y la posterior amplificación por PCR. Los productos 
amplificados generan fragmentos de longitud variable que se separan 
mediante electroforesis capilar (Figura 28).  
 
El MS-MLPA es una modificación del MLPA convencional 
que permite analizar las VNCs, así como los perfiles de metilación 
mediante dos reacciones en paralelo. En una de las reacciones se 
emplea la enzima endonucleasa HhaI que es sensible a metilación.  
Las sondas empleadas contienen un sitio de restricción de la enzima, 
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que digiere aquellas secuencias en las que el ADN no se encuentra 
metilado. De esta forma, en la PCR posterior únicamente se 




Figura 28: Etapas del método de MLPA: A) Diseño de los oligonucleótidos; B) 
Hibridación con el ADN diana; C) Ligación de los oligonucleótidos; D) 
Amplificación múltiple de las sondas formadas; E) Análisis de los fragmentos de 
PCR mediante electroforesis capilar. 
 
El procedimiento MS-MLPA requiere seis etapas que 
incluyen: desnaturalización del ADN, hibridación de las sondas en la 
región de interés, ligación de las sondas, digestión con la enzima 
HhaI, reacción de PCR y separación de los productos amplificados por 
electroforesis capilar (Figura 29).  
 















Figura 29: Diagrama de flujo para el estudio de metilación MS-MLPA.  
 
El estudio de metilación aberrante en la región promotora de 
TSGs se ha realizado empleando la SALSA ME001 MS-MLPA (MRC-
Holland, Amsterdam, The Netherlands) que contiene secuencias 
específicas que hibridan con las regiones promotoras de 24 TSGs 
(TIMP3, APC, CDKN2A, MLH1, ATM, RARB, CDKN2B, HIC1, 
CHFR, BRCA1, CASP8, CDKN1B, PTEN, BRCA2, CD44, RASSF1, 
DAPK1, VHL, ESR1, TP73, FHIT, CADM1/IGSF4, CDH13 y 
GSTP1). En el Anexo 1 se especifican cada una de las sondas 
contenidas en el kit. 
 
Para realizar el procedimiento se han seguido el protocolo y 
programas de temperaturas descritos por MRC-Holland (Tablas 29 y 
30). Se requiere preparar las muestras de ADN a una concentración 
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de100 ng totales en un volumen de 5 μL. Inicialmente se lleva a cabo 
la desnaturalización del ADN, y posteriormente se añade a cada 
muestra la sonda (SALSA Probe-Mix) para su hibridación. Tras una 
incubación de 16h, se llevan a cabo dos reacciones en paralelo 
dividiendo cada una de las muestras en dos alícuotas; en una alícuota 
se produce la ligación de las sondas mediante la adición de ligasa, y en 
la segunda alícuota además de la ligación de las sondas se lleva a cabo 
la digestión de las secuencias de ADN no metilado mediante la 
adición de enzima HhaI. A continuación, se amplifican las secuencias 
de ADN mediante la reacción de PCR en las dos alícuotas. 
 















os productos de la amplificación se han separado mediante 
electroforesis capilar en el equipo ABIprism 3130 Genetic Analyzer 
Reactivo Volumen (μl)
Sonda (SALSA Probe-Mix) 1,5
MLPA Buffer 1,5
Ligación y digestión
1º Ligase-65 buffer A 3
Agua libre de nucleasas 10
1ª Alícuota Ligase-65 buffer B 1,5
Ligase-65 0,25
Agua libre de nucleasas 8,5
2ª Alícuota Ligase-65 buffer B 1,5
Ligase-65 0,25
Enzima HhaI 0,5
Agua libre de nucleasas 7,75
New PCR Primers Mix 1
Polymerase 0,25
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(Applied Biosystems). Para ello, se han empleado 3 μL del producto 
de PCR, 1 μL del marcador de pesos ROX 35-500, y 12 μL de 
formamida desionizada.  
 















Para el análisis de los resultados, los datos se han exportado al 
software Coffalyser (MRC Holland, The Netherlands), que permite 
realizar la interpretación del análisis de fragmentos y el análisis 
comparativo de la muestra problema y las dos muestras de referencia 
(Figura 30). Se han empleado como muestras de referencia ADN 
obtenido de muestras FFPE de piel sana. El software representa en el 
electroferograma únicamente las regiones de ADN en las existe 
metilación (son las únicas que se amplifican), así como las sondas 
control del kit, que no tienen secuencia de restricción de la enzima y 














Elongación final 72 20
x35
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por tanto son amplificadas siempre como control del experimento. La 
estimación del grado de metilación se calcula mediante el cociente 
ratio en la muestra digerida/ratio en la muestra sin digerir.  
 
Adicionalmente, ha sido establecido el LoD de la 
aproximación MS-MLPA. Para ello, acorde a lo descrito 
anteriormente, se ha procesado una muestra de ADN completamente 
metilada (100%) en las islas CpG (Universal Methylated Human DNA 
Standard), especialmente diseñada como control de la eficiencia de 
los métodos de análisis de metilación. Se han realizado diluciones 
seriadas del ADN metilado  control con ADN no metilado procedente 
de una muestra de sangre periférica de un control sano (previamente 
procesado y con ausencia de metilación en las sondas a estudio) en 
una proporción 1:1, 1:4, 1:9, 1:19 y 1:39, dando lugar a metilaciones 
del 50%, 20%, 10%, 5% y 2.5% del ADN, respectivamente. Cada una 
de las diluciones resultantes ha sido procesada por duplicado.  
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Figura 30: Análisis de los resultados de metilación mediante el software Coffalyser. 
A: Electroferograma en el que se observan los picos correspondientes a las sondas 
control (verde) y a las sondas amplificadas por la presencia de metilación. B: 
Estimación del ratio de metilación para cada una de las sondas y representación de 
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2.4.2 Expresión de miRNAS 
 
La expresión de miRNAs se ha estudiado a partir de ARN 
extraído de muestras FFPE, y se ha llevado a cabo en dos fases. La 
primera fase se ha realizado en la Unidad de Genómica del IIS La Fe, 
donde se ha estudiado el perfil de expresión de miRNAs empleando 
arrays de expresión; la segunda fase se ha realizado en la Unidad de 
Biología Molecular y ha consistido en la validación de los resultados 
obtenidos en los arrays de expresión mediante el análisis de la 
expresión de los miRNAs seleccionados por PCR cuantitativa a 
tiempo real (RT-qPCR). El flujo de trabajo seguido está representado 
en la figura 31.  
 
 
Figura 31: Diagrama de flujo seguido para el estudio de expresión de miRNAs. En 
azul se representa la primera fase y en verde la segunda fase de estudio.  
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2.4.2.1 Análisis de expresión de miRNAS mediante arrays. 
Selección de una firma epigenética 
 
Para el análisis de expresión de miRNAs se han empleado los 
arrays de expresión GeneChip miRNA 4.0 de Affymetrix. El 
contenido de sondas en humanos es de 2.578 miRNA y 2.025 pre-
miRNA; y se basa en la versión 17 de la miRBase (www.mirbase.org).  
 
Partiendo de 500 ng totales de RNA se lleva a cabo la 
poliadenilación que es la adición al extremo 3' del ARN mensajero de 
una cola poli-A. A continuación se realiza el marcaje con biotina 
empleando el FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit (Affymetrix). 
Posteriormente el ARN es hibridado en el array GeneChip miRNA 4.0 














Figura 32: Diagrama de flujo utilizado para el análisis de expresión de miRs 
mediantes arrays de expresión.  
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Una vez finalizada la hibridación, se han obtenido los valores 
de expresión de miRNAs empleando el GeneChip Scanner 3000 7G. 
La normalización de los datos se ha realizado mediante el Expression 
Console Software (Affymetrix). El análisis de los datos normalizados 
se ha realizado con el Partek Genomics Suite, con el que se han 
llevado a cabo los análisis cluster y análisis de componentes 
principales (PCA) para cada una de las variables de estudio (estado 
mutacional del promotor del gen TERT, índice de Breslow, tasa de 
crecimiento, ulceración, mitosis y regresión histológica).  
 
La selección de los miRNAs candidatos se ha basado en la 
expresión diferencial obtenida en base al análisis de la varianza 
(ANOVA) realizado con el Partek Genomics Suite, así como en la 
búsqueda en bases de datos (www.mirbase.org y www.targetscan.org)  
y revisión de la literatura.  
 
2.4.2.2 Estudio de la expresión de miRNAs mediante PCR 
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). Validación de la 
firma epigenética 
 
Los estudios de expresión de los miRNAs seleccionados se han 
llevado a cabo en las muestras previamente procesadas por los arrays 
de expresión, así como en una segunda serie de muestras para su 
validación. Para ello, en un primer paso se ha obtenido ADNc a partir 
del ARN total extraído, y a continuación se ha realizado la 
cuantificación relativa de la expresión de miRNAs mediante RT-
qPCR.  
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2.4.2.2.1 Transcripción reversa (RT) 
 
Para la retrotranscripción de las muestras se ha empleado el kit 
miScript II RT (Qiagen) que permite sintetizar ADN complementario 
(ADNc) a partir de la cadena molde de ARN mediante la utilización 
de la enzima transcriptasa reversa. Se requieren 500 ng totales de 
RNA de partida para obtener un volumen final de 20 μl de ADNc que 
será empleado en las posteriores amplificaciones por PCR. El 
protocolo de trabajo y el programa de temperaturas se especifican en 
las tablas 31 y 32. El ADNc obtenido se ha diluído a una proporción 
1/10 para la realización de la RT-qPCR. 
 
















5x miScript Hiflex Buffer 4
10x miScript Nucleics Buffer 2
miScript RT mix 2
Inhibidor de RNAsas 0,4
ARN (500ng) 11,6
Tª  (°C) Tiempo (minutos)
37 60
95 5
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2.4.2.2.2 Cuantificación relativa de la expresión de miRNAs  mediante 
PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) 
 
La RT-qPCR es una variación de la PCR estándar que se 
emplea como método de cuantificación relativa de la expresión  de 
ARNm (ARN mensajero) o miRNAs. Para ello, se emplean sondas 
específicas o agentes intercalantes que se unen a la secuencia de 
estudio y emiten fluorescencia a medida que se amplifica el producto 
de PCR.  
 
La estimación de la expresión génica se basa en el método 
ΔΔCt (Livak et al., 2001), basado en comparar los valores del ciclo 
umbral (Ct) del gen control con los genes a estudio. El Ct que es el 
ciclo a partir del cual comienza a detectarse el producto de PCR 
mediante fluorescencia. Por tanto, para evaluar la expresión se calcula 
el ΔCt, que es la diferencia en el valor de Ct del gen de estudio con el 
gen de referencia (ΔCt = Ct gen a estudio – Ct gen de referencia). 
Adicionalmente, se obtiene el valor ΔΔCt, que compara los valores de 
ΔCt de la muestra problema con una muestra control (ΔΔCt = ΔCt 
muestra problema - ΔCt muestra control).  
 
La cuantificación de la expresión de miRNAs se ha realizado 
mediante SYBR Green en la plataforma Applied Biosystems 7500 
Real-Time PCR Systems, empleando cebadores específicos para cada 
uno de los miRNAs seleccionados (Tabla 33). Como gen de referencia 
para normalizar los valores de expresión se ha seleccionado un gen sin 
variaciones significativas en los valores de fluorescencia obtenidos en 
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los arrays (miRNA SNORD95). Todas las reacciones se han llevado a 
cabo por duplicado en placas de 96 pocillos. Como muestra control se 
ha empleado un pool de ARNs obtenidos de piel sana. En las tablas 34 
y 35 se especifican el protocolo y el programa de temperaturas 
empleados.  
 
Tabla 33: Secuencias de los cebadores utilizados para el estudio de de los miRNAs 
candidatos mediante RT-qPCR.  
 
Tabla 34: Protocolo de trabajo de la RT-qPCR utilizada para la cuantificación 








Tabla 35: Programa de temperaturas de la RT-qPCR utilizada para la cuantificación 




miScript Primer Assay Secuencia microRNA maduro Longitud (pb)
Hs_miR-30b_1 miScript Primer Assay UGUAAACAUCCUACACUCAGCU 22
Hs_miR-34a_1 miScript Primer Assay UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU 22
Hs_miR-130b_1 miScript Primer Assay CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU 22
Hs_miR-138_1 miScript Primer Assay AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG 23
Hs_miR-197_2 miScript Primer Assay UUCACCACCUUCUCCACCCAGC 22
Hs_miR-339_1 miScript Primer Assay UCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACG 23
Hs_miR-500a_1 miScript Primer Assay UAAUCCUUGCUACCUGGGUGAGA 23
Hs_miR-885-3p_1 miScript Primer Assay AGGCAGCGGGGUGUAGUGGAUA 22
GCGGTGATGACCCCAACATGCCATCTGAGTGTC
GGTGCTGAAATCCAGAGGCTGTTTCTGAGC
Hs_SNORD95_11 miScript Primer Assay 63





S: Segundos; M: Minutos
Reactivo Volumen (μl)
SYBR green PCR master mix 10
10x Universal Primer 2
10x Primer Assay 2
Agua libre de nucleasas 4
ADN 2
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3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
El análisis descriptivo de las variables cuantitativas continuas 
se ha realizado empleando la media, la mediana, la desviación típica y 
el intervalo. Las variables categóricas se han resumido mediante 
frecuencias absolutas y relativas.  
 
El análisis inferencial de las variables cuantitativas se ha 
llevado a cabo con el ANOVA de un factor. La asociación entre 
variables cualitativas se ha realizado mediante la prueba χ². En análisis 
multivariante se ha realizado mediante regresión logística binaria.  
 
La SLE y la SG se han calculado mediante el método de 
Kaplan-Meier. El análisis univariante y multivariante de supervivencia 
se ha realizado mediante las pruebas log-rank, y el método del riesgo 
proporcional de Cox.  
 
Todo el análisis de los datos se ha realizado con el paquete 
estadístico SPSS (versión 21). En todos los casos se ha considerado 
significación estadística p<0.05. Las gráficas se han realizado 
mediante la aplicación Microsoft Excel, el paquete SPSS, el programa 

















1. ESTUDIOS GENÉTICOS 
 
1.1. ESTUDIO DE ALTERACIONES MOLECULARES 
MEDIANTE SECUENCIACIÓN MASIVA 
 
1.1.1. Selección de genes y diseño del panel 
 
Se seleccionaron un total de 35 genes para su estudio mediante 
secuenciación masiva; en 30 de ellos se seleccionaron regiones 
exónicas específicas o “hot spots” donde previamente se habían 
descrito mutaciones y en los cinco restantes se incluyó toda la región 
codificante. El panel incluyó un total de 515 amplicones, 23.702 pares 
de bases y una cobertura global del 97,76%. En la tabla 36 se recogen 
los genes estudiados mediante NGS, la cobertura de cada uno, así 
como el número de amplicones con los pares de bases que los cubren 
y el porcentaje de secuencia cubierta. En el anexo 2 se especifican las 
posiciones cromosómicas de cada uno de los amplicones incluidos en 
el diseño.  
 
El promotor del gen TERT no pudo ser incluido en el panel 
debido a la baja cobertura de lectura que generaba el diseño. 
Únicamente se incluyeron regiones codificantes del gen TERT donde 
se localizan mutaciones previamente reportadas. Por el mismo motivo, 
tampoco fueron incluidas todas las regiones codificantes de interés del 
gen CDKN2A.  
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Tabla 36: Panel de genes diseñado para el abordaje molecular del melanoma 




Gen NM Locus Pares de bases Amplicones Cobertura
NRAS NM_002524.4 1p13.2 170 3 100
ERBB4 NM_005235.2     2q33.3-q34 4207 64 99,6
HOXD8 NM_001199747 2q31.1 25 1 100
ALK NM_004304.4 2p23 200 16 100
MITF NM_198159.2 3p14.2-p14.1 71 6 100
BAP1 NM_004656.3 3p21.31-p21.2 41 3 100
PIK3CA NM_006218.2 3q26.3 127 8 100
KIT NM_000222.2 4q12 208 12 100
TERT NM_198253.2 5p15.33 20 1 99
EPHA7 NM_004440.3 6q16.1 130 12 100
STK19 NM_032454.1 6p21.3 20 2 100
BRAF NM_004333.4 7q34 199 5 100
MET NM_001127500.1 7q31 4427 59 99,3
GRM3 NM_000840.2 7q21.1-q21.2 495 16 100
RAC1 NM_018890.3 7p22 20 2 100
STK31 NM_031414.4 7p15.3 281 20 100
TRAPP NM_001244580.1 7q21.2-q22.1 150 14 100
PREX2 NM_024870.2 8q13.2 5456 85 95,07
CDKN2A NM_058195 9p21 10 1 100
GNAQ NM_002072.4 9q21 41 3 100
TAF1L NM_153809.2 9p21.1 141 11 100
PPP6C NM_002721.4 9q33.3 110 6 100
PTEN NM_000314.4 10q23.3 1302 18 93,93
HRAS NM_001130442.1 11p15.5 21 2 100
KRAS NM_033360.3 12p12.1 50 4 100
CDK4 NM_000075.3 12q14 10 1 100
MAP2K1 NM_002755.3 15q22.1-q22.33 162 7 100
MC1R NM_002386.3 16q24.3 110 5 94
GRIN2A NM_001134407.1 16p13.2 4515 51 97,2
ADAMTS18 NM_199355.2 16q23 310 21 100
NF1 NM_001042492.2 17q11.2 431 37 100
GNA11 NM_002067.4 19p13.3 20 2 100
MAP2K2 NM_030662.3 19p13.3 50 4 100
STK11 NM_000455.4 19p13.3 100 8 100
IRS4 NM_003604.2 Xq22.3 72 5 100
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1.1.2. Métricas de calidad del panel y estudio de sensibilidad 
 
El análisis de un total de 130 muestras FFPE (118 melanomas 
primarios y 12 melanomas metastásicos) mediante secuenciación 
masiva nos permitió establecer las métricas de calidad del panel 
diseñado. El análisis de cobertura demostró una media de lecturas 
totales de 1.301.956,5 y una media de lecturas por amplicón de 
2.298,7. El 98,7% de las bases mostraron una cobertura ≥100x y el 
92.8% ≥500x. La uniformidad media de las lecturas fue del 91,8% 
(Figura 33).  
 
El estudio de sensibilidad analítica realizado mediante 
diluciones seriadas de ADN de dos líneas celulares determinó un LoD 
a una frecuencia alélica del 0,5%. La metodología fue capaz de 
detectar la mutación p.Val600Glu del gen BRAF, así como el 
polimorfismo p.Arg160Trp en el gen MC1R en todas las diluciones 
realizadas (Tabla 37).  Sin embargo, mediante la visualización de la 
mutación p.Val600Glu del gen BRAF en el software IGV se detectó 
que con la dilución al 0,05% la lectura de falsos positivos (lectura de 
una G en lugar de una A) era superior a la lectura de verdaderos 
positivos (lectura de una T en lugar de una A). Dada la lectura de 
falsos positivos con la dilución al 0,05%, el LoD de la metodología se 
estableció en la dilución previa (0,5%; 1:99), ya que a esta frecuencia 








Tabla 37: Resultados de secuenciación masiva de las diluciones seriadas de ADN 
de ambas líneas celulares en dos experimentos independientes.  
 
FA: Frecuencia alélica; Exp: Experimento  
 
 
1.1.3. Clasificación y confirmación de las variantes identificadas 
 
1.1.3.1 Clasificación de las variantes identificadas 
 
Tras aplicar los programas de predicción in silico (SIFT, 
Polyphen-2, Provean, CONDEL  y SNPS&GO), 165 de las  294 
variantes diferentes identificadas en los 35 genes estudiados (165/294; 
56%), fueron clasificadas como patogénicas. Todas las variantes con 
predicción patogénica se recogen en el anexo 3. La mediana de 
variantes totales identificadas por muestra fue de 9 (rango de 2 a 36), 
y la mediana de variantes patogénicas de 2 (rango de 0 a 19). En el 
90% (106/118) de las muestras se identificó al menos una variante 
patogénica en alguno de los genes estudiados. En el 35% (41/118) de 
las muestras se identificaron tres o más genes con variantes 
patogénicas. En el 59% (70/118) de las muestras se identificaron 
variantes patogénicas concurrentes en varios genes. Las variantes 
patogénicas vienen referidas como mutaciones en los apartados 
siguientes.  En el caso de los genes en los que las alteraciones se han 
Dilución HT-29 con Caco-2 (FA esperada) Exp 1 Exp 2 Exp 1 Exp 2 Exp 1 Exp 2 Exp 1 Exp 2
Sin diluir (50%) 57,12 52,85 2027 2182 61,42 64,48 1894 2329
1:1 (25%) 26,22 25,69 4366 5780 32,66 32,93 2103 2708
1:3 (12.5%) 13,13 12,85 5620 3507 14,84 15,53 2182 2524
1:24 (2%) 1,82 1,75 3720 5323 1,95 1,21 1894 1981
1:49 (1%) 1,12 0,81 4266 3297 0,8 0,87 2967 2631
1:99 (0.5%) 0,65 0,64 3799 3430 0,57 0,34 2624 1458
1:999 (0.05%) 0,04 0,1 4993 2995 0,03 0,19 3065 3138
MC1R,  p.Arg160Trp (heterocigosis) BRAF,  p.Val600Glu (heterocigosis)
FA identificada (%) Cobertura (x) FA identificada (%) Cobertura (x)
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descrito en línea germinal (MC1R, MITF, CDKN2A y CDK4), las 
variantes vienen referidas como polimorfismos.  
 
1.1.3.2 Confirmación de las variantes identificadas 
 
La confirmación de las mutaciones identificadas mediante 
NGS se llevó a cabo en la UBM mediante métodos moleculares 
empleados en la rutina asistencial. Las mutaciones identificadas en los 
genes BRAF, NRAS, KRAS y KIT en melanomas primarios y 
metastásicos fueron confirmadas en el 75% (87/115) de las muestras.  
 
Mediante HRM y secuenciación Sanger se confirmaron el 65% 
(51/78) de las mutaciones detectadas en el gen BRAF. Todas las 
mutaciones identificadas en los genes NRAS (100%; 28/28) y KRAS 
(100%; 4/4) fueron confirmadas mediante PCR en tiempo real y 
secuenciación Sanger. Las mutaciones en el gen KIT se confirmaron 
mediante secuenciación Sanger en el 80% (4/5) de los melanomas.  
 
Un 24% (28/115) de las mutaciones no pudieron ser 
confirmadas por otros métodos debido a la menor sensibilidad de las 
técnicas empleadas en comparación con la NGS (media de frecuencia 
































Figura 34: Visualización de la mutación p.Val600Glu en el gen BRAF mediante el 
software IGV. En el recuadro amarillo se especifica el número total de lecturas y 




1.2. PREVALENCIA DE ALTERACIONES MOLECULARES 
EN MELANOMAS PRIMARIOS 
 
Se detectaron mutaciones en el 86% (30/35) de los genes 
incluidos en el panel (Figura 35). Asimismo, en el 90% (106/118) de 
las muestras se identificó al menos una mutación, y en el 61% 
(72/118) se detectaron ≥ 2 mutaciones.  
 
Figura 35: Prevalencia de mutaciones en los genes estudiados. Cada columna 
representa una muestra con mutación (n=106) y cada fila un gen (n=32). Han sido 
excluidos los genes con variantes en línea germinal. En la barra superior está 
representado el nº total de genes con mutaciones por muestra y el subtipo histológico 
de cada melanoma. La columna de la izquierda representa la prevalencia de 
mutaciones detectada para cada uno de los genes incluidos en el panel de NGS. 
Adicionalmente,  se ha incluido la prevalencia de mutaciones en el promotor del gen 
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TERT (analizadas mediante secuenciación Sanger) en la serie de 118 melanomas 
estudiada por NGS (34%; 40/118).  
 
1.2.1. Prevalencia de mutaciones en genes clásicos del melanoma 
 
Respecto a los genes estudiados pertenecientes a la vía de la MAP-
quinasas, el gen con mayor prevalencia de mutaciones fue BRAF 
(59/118; 50%). La mutación más frecuentemente identificada fue la 
p.Val600Glu (47/59; 79%), seguida de la p.Val600Lys (5/59; 8%), la 
p.Lys601Glu (3/59; 5%),  y seguida de otras menos frecuentes (1/59; 
2%) como la p.Leu597Arg, p.Leu584Phe, p.Gly464Arg, y la 
p.Pro731Ser (Figura 36).  
 
El gen NRAS presentó la segunda mayor frecuencia mutacional 
(21/118; 18%). La mayoría de las mutaciones en NRAS se localizaron 
en el codón 61 (19/21; 91%), siendo la más frecuente la mutación 
p.Gln61Lys (9/21; 43%), seguida de p.Gln61Arg (8/21; 38%), 
p.Gln61Leu (2/21; 9%), p.Glu62Gln (1/21; 5%) y p.Gly12Ser (1/21; 
5%) (Figura 37). En un 3% (3/118) de las muestras se detectaron 
mutaciones en el gen KRAS, siendo la más frecuente la p.Gln61Arg 
(2/3; 75%). Ninguna muestra fue portadora de mutaciones en el gen 
HRAS.  
 
Por otro lado, las mutaciones en el gen KIT se identificaron en un 
4% (5/118) de los melanomas, con una mutación recurrente 
(p.Leu576Pro) en dos de las muestras (Figura 38).  
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Un 10% (12/118) de las muestras resultaron portadoras de 
mutaciones en el gen PTEN, con una mutación recurrente 
(p.Phe278Leu) en dos de ellas. No se identificaron mutaciones en el 
gen PIK3CA ni en IRS4 en ninguno de los melanomas. 
 
 
Figura 36: Prevalencia y espectro mutacional del gen BRAF.  
 
 





Figura 38: Prevalencia y espectro mutacional del gen KIT.  
 
 
1.2.2. Prevalencia de mutaciones en nuevos oncogenes y genes 
supresores tumorales 
 
No se identificaron mutaciones en la región codificante del gen 
TERT en los 118 melanomas estudiados mediante NGS. Sin embargo, 
el promotor del gen TERT, estudiado en 201 melanomas primarios 
mediante secuenciación Sanger, resultó mutado en el 30% (60/201) de 
las muestras (Figura 39). Las mutaciones más frecuentes fueron las 
localizadas en las posiciones c.1-146C>T (57%; 34/60) y c.1-124C>T 
(28%; 17/60). Otras mutaciones identificadas con menor frecuencia 
fueron las localizadas en las posiciones c.1-124/-125CC>TT (5%; 
3/60), c.1-138/-139 CC>TT (8%; 5/60) y c.1-57 A>C (2%; 1/60). 
Adicionalmente, en el promotor del gen TERT se valoró el 
polimorfismo rs2853669 (c.1-245 TT>CC) en 131 muestras, de las 
cuales 40,5% (53/131) fueron portadoras del mismo [19% (10/53) en 





Figura 39: Frecuencia y espectro mutacional del promotor del gen TERT. 
 
Otros genes con alta tasa de mutaciones fueron ERBB4, 
PREX2 y GRIN2A, en los que se identificó una prevalencia del 14% 
(16/118) en cada uno de ellos, con mutaciones distribuidas a lo largo 
de todo el gen. En caso de  ERBB4 se detectaron tres mutaciones 
recurrentes, la p.Glu452Lys, la p.Arg106Cys y p.Arg525Pro. Tres 
melanomas presentaron la mutación p.Asp312Asn y dos la mutación 
Glu222Lys en el gen PREX2; dos melanomas eran portadores de la 
mutación p.Ser245Phe y dos de la mutación p.Arg681Gln en el gen 
GRIN2A. Con respecto al gen NF1, nueve melanomas (8%) eran 
portadores de mutaciones, y en dos de ellos se detectó la mutación  
p.Arg1362Ter. Un 8% (9/118) de las muestras era portador de 
mutaciones en el gen RAC1, localizándose el 90% (8/9) en el hot spot 
p.Pro29Ser. Con respecto al gen PPP6C, siete melanomas (6%) 
presentaron mutaciones, de los cuales cuatro (57%) eran portadores de 
la mutación p.Arg264Cys. En cuanto al gen IDH1, estudiado en un 
total de 207 melanomas primarios, sólo dos melanomas (1%) eran 
portadores de la mutación p.Arg132Cys. De forma adicional, se 
identificó el polimorfismo rs11554137 (codón 105 GGC>GGT) en el 
15,5% (32/207) de los melanomas.  
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1.2.3. Prevalencia de alteraciones moleculares en genes asociados 
al melanoma familiar 
 
En un 69% (81/118) de los pacientes se detectaron 
polimorfismos en el gen MC1R, siendo los más frecuentes p.Val60Leu 
(36%; 38/104), p.Val92Met (21%; 22/104), y p.Asp294His (8%; 
9/104) (Figura 40). Todos los polimorfismos identificados fueron 
clasificados como polimorfismos de alto riesgo excepto p.Val60Leu, 
p.Val92Met y p.Arg163Gln. En cuatro pacientes (3%) se detectaron 
polimorfismos en el gen CDK4, todos ellos afectando al aminoácido 
arginina de la posición 24 (p.Arg24His y p.Arg24Cys). De forma 
adicional, dos pacientes fueron portadores del polimorfismo 
p.Glu318Lys en el gen MITF. Sólo en un paciente se identificó el 
polimorfismo p.Pro48Leu en el gen CDKN2A.  
 
 





1.2.4. Mutaciones concurrentes en los melanomas primarios 
 
Más de la mitad de los melanomas (59%; 70/118) presentaron 
mutaciones concurrentes en varios genes (Figura 41). Las mutaciones 
en el gen BRAF coexistieron con frecuencia con las mutaciones en el 
promotor del gen TERT (50%20/40), con PREX2 (47%; 8/17) y RAC1 
(55,5%; 5/9). También resultó frecuente la concurrencia de 
mutaciones en los genes NRAS y el promotor del gen TERT (22,5%; 
9/40). Las mutaciones en el gen PTEN se asociaron sobre todo a las 
mutaciones en el gen BRAF (58%; 7/12), y con menor frecuencia al 
gen NRAS (17%; 2/12). En el 97,5% de las muestras las mutaciones en 
los genes BRAF y NRAS fueron mutuamente excluyentes; sin embargo 
se detectaron mutaciones concurrentes en tres de las muestras, dos de 
ellas fuera de la posición 600 (p.Leu597Arg y p.Gly12Ser; 
p.Leu584Phe y p.Gln61Leu) y sólo una en el “hot spot” V600 
(p.Val600Glu y p.Gln61Arg) (Tabla 38). Adicionalmente, se 
identificaron dobles mutaciones en los genes BRAF (p.Lys601Glu y 
p.Pro731Ser), NRAS (p.Gln61Arg y p.Glu62Gln, KRAS (p. Gln61Arg 
y p.Ala146Val) y KIT (p.Tyr553Ser y p.Tyr578Cys). A su vez, la 
misma muestra que presentó doble mutación en KRAS, también fue 
























Figura 41: Diagrama de circos que muestra la concurrencia mutacional detectada en 




Tabla 38: Mutaciones concurrentes identificadas en los genes BRAF, NRAS, KRAS, 




















































1.3. ASOCIACIÓN DE LAS ALTERACIONES 
MOLECULARES CON LOS PARÁMETROS CLÍNICO-
PATOLÓGICOS 
 
El número de mutaciones detectadas varió en función de la 
localización anatómica, con una reducción significativa en los 
melanomas de localización acral (p=0,004) (Figura 42).  
Figura 42: Variación en el número de genes mutados en función de la localización 
anatómica.  
 
La prevalencia mutacional de los genes estudiados difirió 
significativamente en función de la localización anatómica del 
melanoma. Así, las mutaciones en el gen KIT se asociaron a 
melanomas en áreas no fotoexpuestas (p=0,030), concretamente a 
melanomas con localización acral (p<0,001) (Figura 43; Tabla 39); 
mientras que las mutaciones en los genes GRIN2A, RAC1 y NF1 
fueron más frecuentes en melanomas localizados en áreas 
fotoexpuestas (p=0,002, p=0,013, p=0,001, respectivamente). 
También existieron diferencias en cuanto al subtipo histológico, 
siendo más frecuentes las mutaciones en el gen TERT en los MN 
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(p=0,004), mientras que los MLA fueron portadores con mayor 
frecuencia de mutaciones en el gen KIT (p<0,001).  Los melanomas 
con mayor índice de Breslow se asociaron a las mutaciones en el gen 
TERT (p<0,001), así como a mutaciones en los genes KIT y NF1 
(p=0,025, p=0,034 respectivamente). Asimismo, los melanomas 
ulcerados presentaron con frecuencia mutaciones en los genes TERT, 
KIT, PREX2 y NF1 (p=0,003, p=0,025, p=0,004 y p<0,001, 
respectivamente), mientras que en los melanomas con mitosis se 
detectó mayor frecuencia de mutaciones en los genes TERT y GRIN2A 
(p<0,001 y p=0,012, respectivamente).  De forma adicional, las 
mutaciones en el promotor de TERT se asociaron a los melanomas sin 
regresión histológica (p=0,045). A su vez, las mutaciones en los genes 
TERT, RAC1 y NF1 se identificaron con mayor frecuencia en los 












Figura 43: Mutaciones identificadas en los oncogenes BRAF, NRAS y KIT en 
nuestra serie de melanomas (n=118) en función de las diferentes localizaciones 
anatómicas.   
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Tabla 39: Asociación de las mutaciones con los parámetros clínico-patológicos en 




N (%) N (%)
KIT 113 (95,8) 5 (4,2)
 Localización
Cabeza y cuello 17 (34,4) 1 (5,6)
Tronco 53 (98,1) 1 (1,9)
MMSS 19 (100) 0
MMII 18 (100) 0
Acral 6 (66,7) 3 (33,3)
  Fotolocalización
No expuesta 18 (85,7) 3 (14,3)
Exposición intermitente 78 (98,7) 1 (1,3) 0,030
Exposición crónica 17 (94,4) 1 (5,6)
LMM 10 (100) 0
MES 77 (98,7) 1 (1,3)
NM 20 (95,2) 1 (4,8)
MLA 5 (62,5) 3 (37,5)
≤1mm 56 (98,2) 1 (1,8)
1-2mm 21 (100) 0
 2-4mm 22 (95,7) 1 (4,3)
 >4mm 14 (82,4) 3 (17,6)
No 84 (98,8) 1 (1,2)
Sí 29 (87,9) 4 (12,1)
GRIN2A 102 (86,4) 16 (13,6)
  Fotolocalización
No expuesta 20 (95,2) 1 (4,8)
Exposición intermitente 71 (89,9) 8 (10,1)
Exposición crónica 11 (61,1) 7 (38,9)
<1 53 (94,6) 3 (5,4)
≥1 49 (79,0) 13 (21,0)
PREX2 101 (85,6) 17 (14,4)
No 78 (91,8) 7 (8,2)
Sí 23 (69,7) 10 (30,3)
RAC1 109 (92,4) 9 (7,6)
  Fotolocalización
No expuesta 21 (100) 0
Exposición intermitente 75 (94,9) 5 (5,1)
Exposición crónica 14 (77,8) 4 (22,2)
   Tasa de crecimiento
no-FGM 85 (95,5) 4 (4,5)
FGM 24 (86,2) 5 (13,8)
5,1 1,41-18,45 0,013
4,42 1,10-17,78 0,035
   Mitosis
4,68 1,25-17,44 0,012
   Ulceración
4,84 1,65-14,15 0,004
4,54 1,63-12,62 0,002
   Breslow
2,67 1,07-6,64 0,025
   Ulceración
11,58 1,24-107,92 0,021
0,3 1,10-12,35








Tabla 39: Continuación 
 
 
NF1 109 (92,4) 9 (7,6)
  Fotolocalización
No expuesta 19 (90,5) 2 (9,5)
Exposición intermitente 77 (97,5) 2 (2,5)
Exposición crónica 13 (71,2) 5 (27,8)
≤1mm 55 (96,5) 2 (3,5)
1-2mm 21 (100) 0
 2-4mm 19 (82,6) 4 (17,4)
 >4mm 14 (82,4) 3 (17,6)
No 84 (98,8) 1 (1,2)
Sí 25 (75,8) 8 (24,2)
   Tasa de crecimiento
no-FGM 86 (96,6) 3 (3,4)
FGM 23 (79,3) 6 (20,7)
pTERT 141 (70,1) 60 (29,9)
Masculino 78 (76,5) 24 (23,5)
Femenino 63 (63,6) 36 (36,4)
 Localización
Cabeza y cuello 16 (57,1) 12 (42,)
Tronco 73 (81,1) 17 (18,9)
MMSS 21 (58,3) 15 (41,7)
MMII 19 (57,6) 14 (42,4)
Acral 12 (85,7) 2 (14,3)
LMM 10 (66,7) 5 (33,3)
MES 107 (73,3) 39 (26,7)
NM 10 (40,0) 15 (60,0)
MLA 12 (92,3) 1 (7,7)
   Breslow
≤1mm 97 (85,1) 17 (14,9) 2,09 1,54-2,82 <0,001
1-2mm 23 (54,8) 19 (45,2)
 2-4mm 12 (52,2) 11 (47,8)
 >4mm 9 (40,9) 13 (59,1)
   Ulceración
No 120 (75) 40 (25) 2,86 1,40-5,80 0,003
Sí 21 (51,2) 20 (48,8)
   Mitosis
<1 89 (84,0) 17 (16,0) 4,32 2,24-8,35 <0,001
≥1 52 (54,7) 43 (45,3)
   Regresión
No 70 (64,2) 39 (35,8) 0,55 0,35-0,90 0,045
<50% 48 (72,7) 18 (27,3)
>50% 23 (88,5) 3 (11,5)
   Tasa de crecimiento
no-FGM 126 (75,9) 40 (24,1) 4,20 1,97-8,96 <0,001
FGM 15 (42,9) 20 (57,1)
   Estadio tumoral
I-II 122 (73,1) 45 (26,9) 2,14 1,00-4,60 0,039
III-IV 19 (55,9) 15 (44,1)
   Recaída
No 127 (73,0) 47 (27,0) 2,49 1,06-5,85 0,031
Sí 13 (52,0) 12 (48,0)
0,007
   Subtipo histológico
0,97 1,50-4,25 0,004
   Sexo
1,86 1,00-3,43 0,033
1,00 1,36-5,70 0,007








LMM: Lentigo melanoma maligno; MES: Melanoma de extensión superficial; MN: 
Melanoma nodular; MLA: Melanoma lentiginoso acral; MMSS: Miembros 
superiores; MMII: Miembros inferiores; FGM: Melanoma de rápido crecimiento. 
pTERT: Promotor del gen TERT.  
 
Las mutaciones en el gen IDH1 no se asociaron de forma 
significativa a ninguna de las características clínico-patológicas 
estudiadas, si bien cabe destacar que los dos melanomas portadores de 
mutación se localizaban en áreas fotoexpuestas (sien y tórax), y 
presentaban características de mayor agresividad, como son mayor 
edad (>65 años), sexo masculino, índice de Breslow >2mm, presencia 
de ulceración, ≥1mitosis/mm2, y ausencia de regresión histológica. 
Asimismo, ambos melanomas con mutaciones en IDH1 estaban dentro 
del grupo de los melanomas con recaída locorregional y/o a distancia. 
El análisis con el polimorfismo rs11554137 no identificó asociación a 
ninguno de los parámetros clínico-patológicos estudiados.  
 
Con respecto al promotor del gen TERT, en el análisis 
multivariante mantuvieron significación estadística el sexo [p= 0,002; 
OR=3,54 (1,58-7,96)], el subtipo histológico [p= 0,008; OR=0,35 
(0,16-0,75)], el índice de Breslow [p= 0,003; OR=2,43 (1,34-4,42)], y 





Figura 44: Representación del análisis multivariante de las mutaciones en el 
promotor del gen TERT mediante regresión logística. El sexo femenino (p=0,002), el 
subtipo histológico nodular (p=0,008),  el elevado índice de Breslow (p=0,003) y la 
presencia de mitosis (p=0,017) se asociaron de forma independiente a las 
mutaciones en el promotor del gen TERT.  
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El análisis de forma aislada con el polimorfismo rs2853669  
del gen TERT no identificó asociación con ninguno de los parámetros 
clínico-patológicos estudiados. Sin embargo, estratificando los 
melanomas mutados en el gen TERT (n=36) en función de la presencia 
(n=11) /ausencia (n=25) del polimorfismo, se observó mayor 
porcentaje de melanomas con alto índice de Breslow, con presencia de 
mitosis y ulceración, y FGM, en el grupo de melanomas mutados que 
no eran portadores del polimorfismo comparado con los portadores 
del mismo (33,3% vs 16,7%, 79,2% vs 50%, 50% vs 25% y 41,7% vs 
33,3%, respectivamente); sin embargo, estas diferencias no alcanzaron 
significación estadística (p=0,501, p=0,081, p=0,141, y p=0,456,  
respectivamente). Adicionalmente, mediante la estratificación en base 
al polimorfismo, se demostró que la asociación de las mutaciones del 
gen TERT con el índice de Breslow, la presencia de mitosis y la 
ulceración se mantenía significativa al comparar los melanomas en 
ausencia del polimorfismo (n=78), y no se mantenía en los melanomas 




Tabla 40: Asociaciones de las mutaciones en el promotor del gen TERT  tras la 
estratificación de los melanomas en función del polimorfismo rs2853669.  
 
 
1.4. ASOCIACIÓN DE LAS MUTACIONES CON LA 
SUPERVIVENCIA 
 
El único gen en el que se identificó asociación con la 
evolución clínica de los pacientes fue el gen TERT. El análisis de 
supervivencia mediante curvas Kaplan-Meier demostró que los 
melanomas portadores de mutaciones en el promotor del gen TERT 
presentaban una SLE significativamente menor que los melanomas no 
Wt Mutado
N (%) N (%)
Ausencia de polimorfismo 53 (68) 25 (32)
≤1mm 39 (86,7) 6 (13,3)
1-2mm 7 (53,8) 6 (46,2)
 2-4mm 3 (27,3) 8 (72,7)
 >4mm 4 (44,4) 5 (55,6)
No 46 (78,0) 13 (22,0)
Sí 7 (36,8) 12 (63,2)
<1 31 (83,8) 6 (16,2)
≥1 22 (53,7) 19 (46,3)
Presencia de polimorfismo 42 (79) 11 (21)
≤1mm 30 (88,2) 4 (11,8)
1-2mm 2 (50,0) 2 (50,0)
 2-4mm 7 (77,8) 2 (22,2)
 >4mm 3 (50,0) 3 (50,0)
No 33 (80,5) 8 (19,5)
Sí 9 (75,0) 3 (25,0)
<1 29 (85,3) 5 (14,7)


















portadores (Log-rank test; p=0,006) (Figura 45). No se identificó 
asociación significativa con la SG (Log-rank test; p=0,711).  
Figura 45: Análisis univariante de SLE (A) y SG (B) mediante el método de 
Kaplan-Meier con las mutaciones en el promotor del gen TERT.  
 
En el análisis de supervivencia con el polimorfismo rs2853669 
no se identificó asociación con la SLE ni la SG. Sin embargo, 
estratificando los melanomas en función de la presencia/ausencia del 
polimorfismo, se observó que la asociación significativa de las 
mutaciones del gen TERT con la SLE únicamente se mantenía en los 
melanomas mutados en ausencia del polimorfismo (Ausencia del 
polimorfismo: Log-rank test p=0,043; Presencia del polimorfismo: 
Log-rank test p=0,166) (Figura 46). En cuanto a la SG, ninguno de los 
dos grupos de melanomas mutados mostró una reducción significativa 
(Ausencia del polimorfismo: Log-rank test p=0,921; Presencia del 






Figura 46: Análisis univariante de SLE (A y B) y SG (C y D) mediante el método 
de Kaplan-Meier con las mutaciones en el promotor del gen TERT estratificando los 




1.5. CLASIFICACIÓN MOLECULAR DE LOS MELANOMAS 
PRIMARIOS ATENDIENDO A LOS CRITERIOS DE LA 
TCGA 
 
Los melanomas primarios fueron clasificados acorde a la 
reciente clasificación genómica propuesta por el grupo de la TCGA 
(Akbani R et al., 2015). El 94% (111/118) fueron correctamente 
clasificados en los cuatro subtipos propuestos (BRAF, RAS, NF1, 
triple-wt), mientras que en los siete restantes existieron mutaciones 
concurrentes en los genes BRAF y NF1 (dos melanomas),  BRAF y 
NRAS (tres melanomas), KRAS y NF1 (dos melanomas) (Tabla 38; 
Figura 47A). Excluyendo los melanomas con mutaciones 
concurrentes, el 49% (54/111) se clasificaban en el subtipo BRAF, el 
17% (19/111) en el subtipo RAS, 4% (5/111) en el subtipo NF1, y 
30% (33/111) en el triple-wt (Figura 47B).  
 
Con respecto a las características clínico-patológicas de los 
diferentes subtipos, se detectaron diferencias en la localización de los 
melanomas; así, los melanomas del subtipo triple-wt se localizaron 
con mayor frecuencia en áreas acrales comparados con los otros 
subtipos (p=0,001). Los melanomas del subtipo NF1 se asociaron a 
mayor espesor tumoral (p=0,031), a la presencia de mitosis (p=0,030), 
y de ulceración (p=0,017).  Además, el número medio de mutaciones 
por muestra resultó significativamente mayor en los melanomas del 
subtipo NF1 (p<0,001). La frecuencia mutacional del promotor del 
gen TERT no difirió entre los distintos subtipos.  
El en subtipo de melanomas triple-wt (33/111) identificamos  
mutaciones en otros genes entre los que destacaron el gen GRIN2A 
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(9/33), PREX2 (7/33), ERBB4 (7/33), MET (5/33), KIT (4/33) y  
PTEN (4/33) (Figura 47D).  
 
 A                                                       B 
 
 












Figura 47: Clasificación molecular de los melanomas atendiendo a los criterios 
definidos por la TCGA.  A: Mutaciones concurrentes entre los subtipos BRAF, RAS 
(genes NRAS y KRAS) y NF1 (n=7). B: Clasificación  molecular en los subtipos 
BRAF, RAS,  NF1 (excluyendo los melanomas con mutaciones concurrentes en 
dichos genes) y triple-wt (n=111). C: Clasificación molecular de melanomas 
considerando de forma global los subtipos BRAF, RAS y NF1 (sin excluir los 
melanomas con mutaciones concurrentes) y el subtipo triple-wt (n=118).  D: 





1.6. PREVALENCIA DE LAS ALTERACIONES 
MOLECULARES EN MELANOMAS METASTÁSICOS 
 
Se estudiaron un total de 12 melanomas metastásicos en los 
que previamente se había estudiado el tumor primario. De las 
metástasis estudiadas, seis fueron metástasis cutáneas, cinco fueron 
ganglionares y una fue pulmonar.  
 
Con respecto a los genes BRAF y NRAS, en el 75% (9/12) de 
los melanomas primarios correspondientes se detectó mutación en el 
gen BRAF y el 25% (4/12) en el gen NRAS. Se identificó concordancia 
entre las mutaciones del tumor primario y metastásico en el 92% de 
los casos, con sólo un caso discordante en el que el tumor primario fue 
portador de doble mutación en el gen BRAF (p.Lys601Glu y 
p.Pro731Ser) y la metástasis cutánea presentó la mutación p.Gln61Arg  
en el gen NRAS (Tabla 41; caso 9). Dada la discordancia identificada 
se procedió a revisar la historia clínica. Se trataba de una paciente de 
82 años con antecedentes personales de un melanoma nodular de alto 
riesgo (4,1mm de Breslow y ulcerado) localizado en antebrazo 
derecho, que un año más tarde desarrolló una lesión nodular en la 
pierna ipsilateral que fue diagnosticada de melanoma metastásico. 
Posteriormente desarrolló múltiples metástasis en tránsito alrededor de 
la cicatriz de la pierna, sin volver a presentar signos de recidiva 
tumoral en el antebrazo. Tres años más tarde desarrolló una metástasis 
ganglionar inguinal. La metástasis estudiada mediante NGS portadora 
de la mutación p.Gln61Arg  correspondía a una de las metástasis en 
tránsito. Se procedió a estudiar la primera lesión desarrollada en la 
pierna por PCR en tiempo real y se detectó la misma mutación en el 
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gen NRAS sin identificarse mutación concurrente en el gen BRAF. La 
metástasis ganglionar también fue estudiada por PCR en tiempo real 
obteniéndose los mismos hallazgos. Por tanto, se trataba de una 
paciente con antecedente de dos melanomas primarios, con 
concordancia en el perfil mutacional del melanoma primario de la 
pierna y las metástasis estudiadas. Teniendo en cuenta la revisión de 
este caso, finalmente identificamos una concordancia en todas las 
muestras estudiadas.  
 
Tabla 41: Mutaciones identificadas en los genes BRAF y NRAS en las 12 muestras 
pareadas melanoma primario/metástasis de nuestra serie.  
  
FA: Frecuencia alélica 
 
    
Gen Mutación FA (%) Gen Mutación FA (%)
1 BRAF Val600Glu 26,4 BRAF Val600Glu 37,2
2 BRAF Val600Glu 7,9 BRAF Val600Glu 43,5
3 NRAS Gln61Arg 6,8 NRAS Gln61Arg 3,0
4 NRAS Gln61Arg 7,4 NRAS Gln61Arg 18,1
5 NRAS Gln61Lys 32,9 NRAS Gln61Lys 16,8
6 BRAF Val600Glu 50,5 BRAF Val600Glu 51,6
7 BRAF Lys601Glu 17,0 BRAF Lys601Glu 46,4
8 BRAF Val600Glu 7,0 BRAF Val600Glu 8,2
Lys601Glu 15,0 NRAS Gln61Arg 20,3
Pro731Ser 18,3
10 BRAF Val600Glu 24,9 BRAF Val600Glu 24,9
11 BRAF Val600Glu 38,8 BRAF Val600Glu 38,8






De forma adicional, se compararon las variantes identificadas 
en el resto de genes incluidos en el panel.  En el 75%  (9/12) de las 
muestras metastásicas se detectaron las mismas variantes (benignas y 
patogénicas) que en el melanoma primario; mientras que en  tres de 
las metástasis se detectaron mutaciones en el gen PTEN (p.Phe341fs, 
p.Arg47Lys y p.Tyr27Ter) que no estaban presentes en el primario, y 
en una muestra se detectó la mutación p.Arg183Gln en el gen GNAQ. 
(Tabla 42).  
 













Con respecto a las mutaciones en el promotor del gen TERT, se 
estudiaron 12 mestástasis, de las cuales se disponía del estudio del 
tumor primario en 10 (los dos restantes fueron no valorables). Se 
identificó concordancia en el 90% (9/10) de las muestras, y 1 caso 
discordante, en el que sólo la metástasis era portadora de la mutación 
c.1-124/-125CC>TT. En ninguno de los melanomas primarios ni 
metastásicos se detectaron mutaciones en el gen IDH1.  





5 GNAQ Arg183Gln 7,0
PTEN Phe341fs 21,7
6 PTEN Arg47Lys 47,1
7 Ninguna







2. ESTUDIOS EPIGENÉTICOS 
 
2.1. EVALUACIÓN DEL ESTADO DE METILACIÓN DE 
GENES SUPRESORES TUMORALES 
 
2.1.1. Estudio de sensibilidad analítica de los estudios de 
metilación mediante MLPA 
 
El estudio de sensibilidad analítica  de la tecnología MLPA 
para abordar el análisis de metilación de TSGs en el melanoma, fue 
realizado mediante diluciones seriadas de un estándar de ADN 
altamente metilado (Universal Methylated Human DNA Standard), 
demostrando un LoD de metilación del 2,5% (Tabla 43; Figura 48). Se 
detectó metilación con todas las sondas (26/26) estudiadas en las 
diluciones del estándar de ADN metilado al 50%, 20%, y 10%; sin 
embargo, en las diluciones del 5% y 2,5% se detectó metilación con el  
80,77% (21/26) y 42,30% (11/26) de las sondas, respectivamente. 
 
Dados los resultados del estudio de sensibilidad, y lo descrito 
previamente por otros autores (Henken et al., 2007; Nygren et al., 
2005), se consideró que existía metilación cuando el cociente obtenido 
fue ≥10%. Porcentajes inferiores a este límite fueron considerados 
ruido de fondo.  




Tabla 43: Ratios de metilación detectados con cada una de las sondas en las 
diluciones seriadas del estándar de ADN altamente metilado. Se muestran los 

















Dil 1.1 Dil 1.2 Dil 2.1 Dil 2.2 Dil 3.1 Dil 3.2 Dil 4.1 Dil 4.2 Dil 5.1 Dil 5.2 Dil 6.1 Dil 6.2
TP73 0,830 0,690 0,350 0,370 0,130 0,180 0,070 0,100 0,050 0,050 0,000 0,000
CASP8 0,940 0,870 0,490 0,520 0,200 0,230 0,130 0,130 0,070 0,070 0,050 0,050
VHL 0,890 0,790 0,360 0,400 0,140 0,170 0,090 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000
RARB 1,000 0,850 0,470 0,480 0,210 0,210 0,130 0,130 0,070 0,080 0,050 0,000
MLH1 0,850 0,780 0,400 0,420 0,160 0,220 0,090 0,080 0,000 0,000 0,000 0,000
MLH1 0,890 0,820 0,440 0,490 0,190 0,190 0,110 0,090 0,060 0,050 0,000 0,000
RASSF1 0,970 0,780 0,400 0,450 0,170 0,200 0,080 0,090 0,050 0,000 0,000 0,000
RASSF1 0,790 0,550 0,250 0,330 0,110 0,150 0,060 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FHIT 0,990 0,700 0,380 0,410 0,180 0,200 0,100 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000
APC 1,080 1,040 0,600 0,590 0,270 0,250 0,160 0,140 0,100 0,080 0,060 0,070
ESR1 1,080 1,040 0,570 0,540 0,280 0,260 0,120 0,140 0,090 0,080 0,050 0,000
CDKN2A 0,990 0,960 0,520 0,520 0,260 0,250 0,150 0,140 0,100 0,080 0,000 0,000
CDKN2B 1,100 1,060 0,570 0,600 0,280 0,240 0,140 0,140 0,080 0,080 0,040 0,040
DAPK1 1,010 0,880 0,540 0,530 0,210 0,220 0,120 0,110 0,070 0,060 0,000 0,000
KLLN 1,160 0,980 0,590 0,610 0,300 0,260 0,150 0,140 0,090 0,090 0,060 0,060
CD44 0,970 0,940 0,480 0,490 0,230 0,250 0,120 0,110 0,070 0,070 0,000 0,000
GSTP1 1,000 0,990 0,510 0,500 0,250 0,240 0,110 0,140 0,070 0,070 0,000 0,000
ATM 1,090 0,920 0,510 0,530 0,220 0,230 0,150 0,130 0,080 0,090 0,000 0,000
CADM1 1,020 1,020 0,510 0,540 0,250 0,280 0,130 0,130 0,070 0,060 0,000 0,000
CDKN1B 0,880 0,800 0,370 0,390 0,160 0,190 0,090 0,090 0,000 0,000 0,000 0,000
CHFR 0,910 0,780 0,420 0,460 0,160 0,180 0,100 0,100 0,060 0,060 0,030 0,000
BRCA2 1,060 0,980 0,580 0,610 0,300 0,250 0,150 0,130 0,080 0,070 0,000 0,000
CDH13 0,850 0,850 0,420 0,450 0,190 0,240 0,100 0,120 0,060 0,070 0,050 0,060
HIC1 1,020 0,890 0,490 0,550 0,230 0,210 0,120 0,110 0,060 0,070 0,040 0,000
BRCA1 0,910 0,850 0,420 0,440 0,170 0,210 0,110 0,100 0,050 0,050 0,040 0,030
TIMP3 1,060 0,890 0,470 0,510 0,220 0,240 0,120 0,130 0,070 0,070 0,040 0,030
Media de metilación 0,975 0,873 0,466 0,490 0,210 0,221 0,115 0,112 0,058 0,054 0,020 0,013
Nº sondas detectadas (%) 26 (100) 26 (100) 26 (100) 26 (100) 26 (100) 26 (100) 26 (100) 25 (96,15) 21 (80,77) 21 (80,77) 11 (42,30) 7 (26,92)
Desviación estándar 0,078 0,095 0,070 0,060 0,043 0,027 0,021 0,022 0,024 0,026 0,023 0,019
Sonda
Ratio de metilación




Figura 48: Análisis comparativo que muestra los porcentajes de metilación obtenido 
mediante el software Coffalyser en las diluciones seriadas del estándar de ADN 
metilado. En el eje horizontal se representa cada sonda y en el eje vertical el ratio de 








2.1.2. Prevalencia de metilación de genes supresores tumorales en 
el melanoma 
 
Se procesaron un total de 193 melanomas primarios. En el 
59% (114/193) de las muestras se identificó metilación en alguno de 
los TSGs, y en el 25% (48/193) existió metilación en tres o más genes. 
Se detectó metilación en el 92% (22/24) de los TSGs estudiados 
(Figura 49).  
 
Figura 49: Frecuencia de metilación en los 24 TSGs. Cada columna representa una 
muestra con metilación (n=114) y cada fila un gen (n=24). En la barra superior están 
representados el nº total de genes metilados por muestra y la evolución de los 
pacientes (enfermedad estable, recaída y exitus).  
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Los genes más frecuentemente metilados fueron RARB (33%; 
63/170), PTEN, (24%; 47/193), APC (20%; 38/193), CDH13 (17%; 
32/193), ESR1 (15%; 28/193), CDKN2A (6%; 16/193), TIMP3 (6%; 
12/193) y RASSF1 (6%; 11/193). Adicionalmente, se detectó 
metilación concurrente en los genes RARB y PTEN en el 15% de las 
muestras (28/193). 
 
2.1.3. Asociación de la metilación con los parámetros clínico-
patológicos 
 
La prevalencia de metilación varió de forma significativa en 
función de la edad de los pacientes, con mayores tasas de metilación 
en pacientes de más de 65 años en los genes RARB (p<0.001), PTEN 
(p=0,008), APC (p=0,006), CDH13 (p=0,039), y ESR1 (p=0,015). 
Adicionalmente, la prevalencia de metilación varió en función de la 
localización anatómica del tumor primario, con tasas más elevadas de 
metilación en los genes PTEN (p=0,003) y CDH13 (p=0,001) en los 
melanomas de localización acral.  
 
Se identificó asociación entre los melanomas con mayor índice 
de Breslow y la metilación en los genes RARB (p<0,001), PTEN 
(p<0,001), CDH13 (p=0,001), y  RASSF1 (p=0,003).  Asimismo, la 
metilación en los genes RARB, PTEN, APC y CDH13 se asoció a la 
presencia de mitosis (p<0,001; p=0,004; p=0,006; y p=0,013, 
respectivamente), y ulceración (p=0,019; p<0,001, p=0,001, y 
p=0,006,  respectivamente). Con respecto a la tasa de crecimiento, la 
metilación en RARB, PTEN, APC y RASSF1 se asoció 
significativamente con FGM (p=0,002, p=0,004, p=0,001, y p=0,027, 
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respectivamente). Los melanomas con estadios más avanzados 
presentaron con frecuencia metilación en los genes RARB (p<0,001), 
PTEN (p<0,001), y CDH13 (p<0,001).  
 
Las asociaciones de los parámetros clínico-patológicos con la 
metilación de TSGs que resultaron estadísticamente significativas se 
detallan en la tabla 44.  
 
2.1.4. Asociación de la metilación con otros parámetros 
moleculares 
 
Las mutaciones en el promotor del gen TERT se asociaron con 
la metilación en los genes RARB (p=0,007), y RASSF1  (p=0,038). Por 
el contrario, no se identificó asociación entre la metilación y las 
mutaciones en el resto de los genes estudiados mediante NGS, PCR en 
tiempo real o Sanger; si bien cabe destacar que en las dos únicas 
muestras con mutación en el gen IDH1 se identificó metilación en un 





Tabla 44: Asociación de la metilación en los genes RARB, PTEN, APC, CDH13, 
ESR1 y RASSF1 con las características clínico-patológicas y moleculares.   
M NM
N (%) N (%)
RARB
 <40 2 (10,5) 17 (89,5)
 40-65 20 (22,0) 71 (78,0) 3,2
  >65 41 (49,4) 42 (50,6)
≤1mm 22 (19,6) 90 (80,4)
1-2mm 15 (38,5) 24 (61,5)
 2-4mm 15 (75,0) 5 (25,0)
 >4mm 11 (50,0) 11 (50,0)
No 45 (28,8) 111 (71,2)
Sí 18 (48,6) 19 (51,4)
<1 20 (19,2) 84 (80,8)
≥1 43 (48,3) 46 (51,7)
Non-FGM 44 (27,7) 115 (72,3)
FGM 19 (55,9) 15 (44,1)
I-II 43 (26,5) 119 (73,5)
III-IV 20 (64,5) 11 (35,5)
I-II 46 (27,4) 122 (72,6)
III-IV 16 (66,7) 8 (33,3)
I-II 56 (30,4) 128 (69,6)
III-IV 6 (75,0) 2 (25,0)
Wt 34 (25,6) 99 (74,4)
Mutado 25 (45,5) 30 (54,5)
PTEN
Varón 32 (32,0) 68 (68,0)
Mujer 15 (16,1) 78 (83,9)
 <40 1 (5,3) 18 (94,7)
 40-65 15 (16,5) 76 (83,5)
  >65 31 (37,3) 52 (62,7)
Cabeza y cuello 8 (27,6) 21 (72,4)
Tronco 16 (18,4) 71 (81,6)
MMSS 7 (20,0) 28 (80,0)
MMII 7 (24,1) 22 (75,9)
Acral 9 (69,2) 4 (30,8)
LMM 5 (33,3) 10 (66,7)
MES 28 (19,7) 114 (80,3)
MN 5 (22,7) 17 (77,3)
MLA 9 (75,0) 3 (25,0)
Otros 0 (0) 2 (100,0)
Gen 
Metilación






























Tabla 44: Continuación  
 
≤1mm 14 (12,5) 98 (87,5)
1-2mm 12 (30,8) 27 (69,2)
 2-4mm 12 (60,0) 8 (40,0)
 >4mm 9 (40,9) 13 (59,1)
Yes 27 (17,3) 129 (82,7)
No 20 (54,1) 17 (45,9)
<1 17 (16,3) 87 (83,7)
≥1 30 (33,7) 59 (66,3)
No 34 (33,3) 68 (66,7)
<50% 9 (13,8) 56 (86,2)
>50% 4 (15,4) 22 (84,6)
SGM 32 (20,1) 127 (79,9)
FGM 15 (44,5) 19 (55,9)
I-II 31 (19,1) 131 (80,9)
III-IV 16 (51,6) 15 (48,4)
I-II 33 (19,6) 135 (80,4)
III-IV 13 (54,2) 11 (45,8)
I-II 41 (22,3) 143 (77,7)
III-IV 5 (62,5) 3 (37,5)
APC
 <40 0 (0) 19 (100,0)
 40-65 14 ()15,4) 77 (84,6)
  >65 24 (28,9) 59 (71,1)
Cabeza y cuello 14 (48,3) 15 (51,7)
Tronco 12 (13,8) 75 (86,2)
MMSS 4 (11,4) 31 (88,6)
MMII 6 (20,7) 23 (79,3)
Acral 2 (15,4) 11 (84,6)
Yes 23 (14,7) 133 (85,3)
No 15 (40,5) 22 (59,5)
<1 13 (12,5) 91 (87,5)
≥1 25 (28,1) 64 (71,9)
SGM 24 (15,1) 135 (84,9)
FGM 14 (41,2) 20 (58,8)
CDH13
 <40 0 (0) 19 (100)
 40-65 13 (14,3) 78 (85,7)
  >65 19 (22,9 64 (77,1)
Cabeza y cuello 0 (0) 29 (100)
Tronco 13 (14,9) 74 (85,1)
MMSS 6 (17,1) 29 (82,9)
MMII 6 (20,7) 23 (79,3)


































Tabla 44: Continuación  
 
M: Metilado; NM: No metilado; LMM: Lentigo melanoma maligno; MES: 
Melanoma de extensión superficial; MN: Melanoma nodular; MLA: Melanoma 
lentiginoso acral; MMSS: Miembros superiores; MMII: Miembros inferiores; FGM: 
Melanoma de rápido crecimiento.  
Fotolocalización
No expuesta 7 (25,9) 20 (74,1)
Exposición intermitente 25 (18,1) 113 (81,9)
Exposición crónica 0 (0) 28 (100)
LMM 0 (0) 15 (100)
MES 20 (14,1) 122 (85,9)
MN 4 (18,2) 18 (81,8)
MLA 7 (58,3) 5 (41,7)
Otros 1 (50) 1 (50,0)
≤1mm 11 (9,8) 101
1-2mm 7 (17,9) 32
 2-4mm 9 (45,0) 11
 >4mm 5 (22,7) 17
No 20 (12,8) 136 (87,2)
Sí 12 (32,4) 25 (67,6)
<1 11 (10,6) 93 (89,4)
≥1 21 (23,6) 68 (76,4)
I-II 18 (11,1) 144 (88,9)
III-IV 14 (45,2) 17 (54,8)
I-II 23 (13,7) 145 (86,3)
III-IV 9 (37,5) 15 (62,5)
I-II 28 (15,2) 156 (84,8)
III-IV 4 (50,0) 4 (50,0)
ESR1
 <40 1 (5,3) 18 (94,7)
 40-65 8 (8,8) 83 (91,2)
  >65 19 (22,9) 64 (77,1)
RASSF1
≤1mm 3 (2,7) 109 (97,3)
1-2mm 2 (5,1) 37 (94,9)
 2-4mm 1 (5,0) 19 (95,0)
 >4mm 5 (22,7) 17 (77,3)
No-FGM 6 (3,8) 153 (96,2)
FGM 5 (14,7) 29 (85,3)
Wt 4 (3,0) 129 (97,0)


























2.1.5. Asociación de la metilación de TSGs con la supervivencia de 
pacientes con melanoma 
 
Los análisis de supervivencia mediante el método de Kaplan-
Meier mostraron que los pacientes con tres o más genes 
hipermetilados presentaban menor SLE (Log-rank test; p=0.050) y 
menor SG (Log-rank test; p=0.049). Los pacientes con 
hipermetilación en RARB, PTEN y CDH13 presentaban menor SLE 
(p<0.001, p=0,003, y p=0,019, respectivamente) (Figura 50).  
 
Figura 50: Análisis univariante de SLE mediante el método de Kaplan-Meier con 
los genes RARB (A), PTEN (B) y CDH13 (C). Las gráficas representan una menor 
SLE en pacientes con metilación en estos genes.  
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Asimismo, el análisis mostró que la metilación aberrante de los 
genes RARB, PTEN, y CDH13 se correlacionaba con menor SG 
(p=0.016, p=0.044, y p=0.003, respectivamente) (Figura 51).  
 
 
Figura 51: Análisis univariante de SG mediante el método de Kaplan-Meier con los 
genes RARB (A),  PTEN (B) y CDH13 (C). Las gráficas representan una menor SG 
en pacientes con metilación en estos genes.  
 
El análisis multivariante mediante regresión de Cox demostró 
que las variables asociadas de forma independiente a una menor SLE 
y SG eran el índice de Breslow (p<0,001 y p=0,003), la ulceración 
(p=0.048 y p=0,008, respectivamente) y la metilación en el gen RARB 
(p<0,001 y p=0,043, respectivamente) (Figura 52). 
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Figura 52: Representación del análisis multivariante de SLE (A) y SG (B) mediante 
regresión de Cox incluyendo la metilación en los genes RARB, PTEN y CDH13 
junto con las principales variables con valor pronóstico en el melanoma (*El índice 
de Breslow y las mitosis se han incluido como variables continuas).  Hazard ratios 
superiores a 1 indican mayor probabilidad de recaída (SLE) y de exitus (SG).  
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2.2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE microRNAS EN EL 
MELANOMA 
 
2.2.1. Análisis de los perfiles de expresión de microRNAs mediante 
arrays 
 
El estudio de los perfiles de expresión de miRNAs se realizó 
empleando los arrays GeneChip miRNA 4.0 (Affimetrix). Se 
procesaron un total de 22 muestras, divididas en dos grupos de estudio 
según sus características clínico-patológicas y moleculares: índice de 
Breslow (7 ≤1mm y 15 >1mm); presencia de ulceración (9 ulcerados y 
13 no ulcerados); IM (8 <1 mitosis y 14 ≥1 mitosis); presencia de 
regresión histológica (10 con regresión y 12 sin regresión); estado 
mutacional del promotor del gen TERT (11 melanomas mutados y 11 
wt); tasa de crecimiento (11 FGM y 11 no-FGM).  
 
Se realizó el análisis con el software Partek Genomics Suite 
para cada una de las variables  de estudio. Se identificaron 101 
miRNAs diferencialmente expresados [(p<0,01; Fold change (FC):5, 
and False Discovery Rate correction (FDR)] en base al índice de 
Breslow, 79 (p<0,01, FC4) en base a la ulceración, 78 (p<0,01; FC 5) 
en base al índice mitótico, 76 (p<0,01, FC: 4, FDR) en base a la 
presencia de regresión, 117 (p<0,01 FC: 2) en base a la tasa de 
crecimiento, y 97 (p<0,02; FC:2, y FDR)  en base a al estado 
mutacional del gen TERT. Los análisis de  cluster jerárquico (ACJ) y 












Figura 53: Resultados del perfil de expresión de 101 miRNAs en 22 melanomas 
primarios en función del índice de Breslow. A: Análisis Cluster  Jerárquico  (ACJ) 
de los niveles de expresión de los  miRNAs diferencialmente expresados (p<0,01; 
FC 5; and FDR). B: Análisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la 
separación de las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en base a los 
miRNAs diferencialmente expresados. 
 








Figura 54: Resultados del perfil de expresión de 79 miRNAs en 22 melanomas 
primarios en función del índice de la ulceración. A: Análisis Cluster  Jerárquico  
(ACJ) de los niveles de expresión de los  miRNAs diferencialmente expresados 
(p<0,01, FC4). B: Análisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la 
separación de las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en base a los 
miRNAs diferencialmente expresados. 
Resultados 
190 
A       B 
 
Figura 55: Resultados del perfil de expresión de 78 miRNAs en 22 melanomas 
primarios en función del índice de las mitosis. A: Análisis Cluster  Jerárquico  (ACJ) 
de los niveles de expresión de los  miRNAs diferencialmente expresados (p<0,01, 
FC 5). B: Análisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la separación de 
las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en base a los miRNAs 
diferencialmente expresados. 
 








Figura 56: Resultados del perfil de expresión de 76 miRNAs en 22 melanomas 
primarios en función de la regresión. A: Análisis Cluster  Jerárquico  (ACJ) de los 
niveles de expresión de los  miRNAs diferencialmente expresados (p<0,01, FC 4, 
FDR). B: Análisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la separación de 




A       B 
 
 
Figura 57: Resultados del perfil de expresión de 117 miRNAs en 22 melanomas 
primarios en función de la tasa de crecimiento. A: Análisis Cluster  Jerárquico  
(ACJ) de los niveles de expresión de los  miRNAs diferencialmente expresados 
(p<0,01 FC: 2). B: Análisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la 
separación de las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en base a los 
miRNAs diferencialmente expresados. 
 








Figura 58.  Resultados del perfil de expresión de 97 miRNAs en 22 melanomas 
primarios en función del estado mutacional del gen TERT. A: Análisis Cluster  
Jerárquico  (ACJ) de los niveles de expresión de los  miRNAs diferencialmente 
expresados (p<0,02; FC 2, FDR). B: Análisis de Componentes Principales (ACP) 
que muestra la separación de las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en 
base a los miRNAs diferencialmente expresados. 
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2.2.2. Selección de una firma de microRNAs con valor pronóstico 
en melanoma y su validación mediante PCR cuantitativa a 
tiempo real (RT-qPCR) 
 
En base a la significación estadística y FC obtenidos mediante 
el análisis con el programa Partek Genomics Suite, se seleccionaron 
inicialmente ocho microRNAs (miR-138-5p, miR -34a-5p, miR-130b-
3p, miR-500a-5p, miR-339-5p, miR-885-3p, miR-30b-5p, miR-197-
3p) con expresión diferencial entre los grupos de estudio. Se utilizó 
como criterio de selección aquellos miRNAs diferencialmente 
expresados atendiendo a dos o más de las variables clínico-patológicas 
con valor pronóstico (Tabla 45). Asimismo, en base a los resultados 
de los arrays se seleccionó el SNORD U95 como miRNA control al 
no identificar diferencias significativas en su expresión en las 
diferentes muestras estudiadas.  
 
Tabla 45: Selección de miRNAs diferencialmente expresados comunes entre las 
distintas variables de estudio.  
      
 
El estudio de expresión de los ocho microRNAs mediante la 
tecnología de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR), en las 22 
muestras de melanoma previamente utilizadas en el array, permitió 
subseleccionar cuatro de ellos (miR-138-5p, miR-34a-5p, miR-130b-
Variable TERT T. crecimiento Breslow Ulceración I. mitótico Regresión
Nivel significación/FC p<0,05/FC2































3p, miR-30b-5p) al mantener la significación estadística para las 
mismas variables clínico-patológicas aplicando el test ANOVA de un 
factor (p<0.05). 
 
2.2.3. Validación de los microRNAS más relevantes mediante  
PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) 
 
Se estudiaron los cuatro miRNAs seleccionados en un total de 
179 melanomas primarios, y se analizó la asociación entre la 
expresión de los miRNAs y las características clínico-patológicas 
utilizando ANOVA de un factor (p<0.05).  
 
Se detectó sobreexpresión de miR-138-5p y miR-130b-3p en 
melanomas con mayor índice de Breslow (atendiendo a la subdivisión 
del Breslow en dos categorías: p<0,001 y p=0,002, respectivamente; y 
en cuatro categorías: p<0,001 y p=0,001, respectivamente), con 
presencia de mitosis (p<0,001 y p<0,001, respectivamente), y 
ulceración (p=0,038 y p=0,002, respectivamente), y en FGM (p<0,001 
y p<0,001, respectivamente). Con respecto al subtipo histológico, la 
sobreexpresión de miR-138-5p se asoció a MN (p=0,002), mientras 
que la sobreexpresión de miR130b-3p era mayor en los MN y MLA 
con respecto al resto de subtipos (p=0,006). Asimismo, los melanomas 
portadores de mutaciones en el promotor del gen TERT se asociaron a 
sobreexpresión de miR138-5p (p=0,002). La regresión no se asoció a 
la sobreexpresión de ninguno de los miRNAs estudiados. Los 
miRNAs miR-34a-5p y miR-30b-5p no se asociaron a ninguna de las 
características clínico-patológicas. Las distintas asociaciones 




Tabla 46: Expresión media normalizada respecto a piel sana (2-ΔΔCT) de los cuatro 
miRNAs seleccionados en función de  las diferentes variables clínico-patológicas.  
 
 
N Media SD p valor Media SD p valor Media SD p valor Media SD p valor
Subtipo histológico
LMM 12 15,64 13,80 1,44 0,73 1,86 0,81 2,13 0,71
MES 128 26,19 29,40 1,57 1,09 2,71 2,37 2,50 1,80
MN 23 50,28 42,00 2,45 1,81 3,32 2,68 2,86 2,35
MLA 11 25,73 24,63 3,00 3,26 2,73 2,85 2,34 1,97
Índice de Breslow
4 categorías
≤1 97 17,69 16,74 1,45 1,24 2,71 2,61 2,34 1,68
1-2 42 37,45 39,52 1,84 1,21 2,42 1,39 2,64 1,80
2-4 21 50,12 45,33 2,02 1,25 2,70 1,54 2,56 1,64
>4 19 40,72 29,84 2,82 2,39 3,49 3,35 3,08 2,62
2 categorías
≤1 97 17,69 16,74 1,45 1,24 2,71 2,61 2,34 1,68
>1 82 41,24 38,84 2,11 1,60 2,74 2,06 2,72 1,96
Ulceración
No 143 26,00 30,54 1,59 1,04 2,73 2,38 2,51 1,73
Sí 36 38,14 32,61 2,42 2,38 2,72 2,35 2,53 2,17
Índice mitótico
<1 92 18,70 18,50 1,37 0,93 2,65 2,63 2,36 1,79
≥1 87 39,03 38,15 2,16 1,76 2,80 2,07 2,67 1,85
Regresión
No 100 31,92 34,43 1,84 1,54 2,66 2,24 2,39 1,53
Sí 79 24,32 26,50 1,65 1,32 2,81 2,53 2,67 2,13
Tasa de crecimiento
No-FGM 148 24,55 25,82 1,58 1,17 2,64 2,28 2,44 1,71
FGM 31 46,80 45,43 2,61 2,20 3,14 2,75 2,88 2,28
Mutaciones TERT
Wt 120 23,68 31,32 1,67 1,51 2,59 2,14 2,30 1,52
Mutado 54 38,76 29,97 1,95 1,36 2,94 2,79 2,86 2,32
Variable
miR-138-5p miR-130b-3p miR-30b-5p miR-34a-5p
<0,001 0,001 NS NS
0,002
NS NS
0,038 0,002 NS NS
0,002<0,001
<0,001 NS NS
NS NS NS NS
<0,001 <0,001 NS NS













Figura 59: Los gráficos de dispersión muestran los niveles de expresión relativos (2-
ΔΔCT) de miR-138-5p y miR-130b-3p en 179 melanomas primarios, y su asociación 
con las características clínico-patológicas y moleculares. MiR-138-5p y miR-130b-
3p se sobreexpresaban en el grupo de melanomas con índice de Breslow superior a 
1mm con respecto a los de ≥1mm (A), a melanomas con presencia de mitosis (B), 
ulcerados (C) y a  melanomas de rápido crecimiento (D). La sobreexpresión de miR-
138-5p se asoció a los MN y a melanomas portadores de mutaciones en el promotor 






2.2.4. Estudio de la expresión de los microRNAs validados en 
nevus melanocíticos y melanomas metastásicos 
 
Se analizó la expresión de los cuatro miRNAs seleccionados 
en una serie de 9 melanomas metástásicos y 20 nevus melanocíticos 
adquiridos, y se comparó su expresión con la de los melanomas 
primarios. Se observaron diferencias significativas en la expresión de 
miR-34a-5p (p=0,009), miR-130b-3p (p=0,001), y miR-138-5p 
(p=0,019) entre los tres grupos de estudio, con un aumento progresivo 
de la expresión desde nevus melanocíticos a metástasis (Figura 60; 
Tabla 47).  
 
Figura 60: Los gráficos de dispersión muestran los niveles de expresión diferencial 
de miR-34a-5p (A), miR-130b-3p (B), y miR-138-5p (C) entre nevus melanocíticos, 





Tabla 47: Expresión media normalizada respecto a piel sana (2-ΔΔCT) de miR-34a-





estudio N Media SD p valor Media SD p valor Media SD p valor Media SD p valor
Nevus 20 2,10 1,96 1,20 0,58 12,71 13,22 2,47 1,72
MM primarios 179 2,51 1,82 1,76 1,45 28,51 31,27 2,72 2,37
MM metastásicos 9 4,46 3,88 3,32 1,89 45,80 42,35 2,49 1,98
miR-30b-5p














1. ESTUDIOS GENÉTICOS 
 
1.1. Diseño del panel de genes y métricas de calidad de la 
secuenciación masiva 
 
En el presente proyecto de tesis se ha realizado el diseño de un 
panel de NGS específico de melanoma que ha incluido un total de 35 
genes descritos previamente en la literatura. El diseño de este panel 
supone una nueva aportación a los estudios previos de NGS en 
melanoma, ya que en la mayoría se habían realizado estudios 
mediante una aproximación WGS o WES, y en los que se había 
realizado el estudio de regiones codificantes específicas (Targeted 
exome sequencing), se empleaban paneles comercializados para el 
estudio del cáncer. Por tanto, este diseño responde a la necesidad ya 
señalada por algunos autores de desarrollar un panel específico, que 
incluya no sólo el estudio de genes previamente conocidos en 
melanoma, sino también genes recientemente descritos que podrían 
ser relevantes en su patogenia (Griewank et al.,  2015).  
 
El diseño que se ha desarrollado incluye el estudio de los 
denominados genes “accionables”, que son aquellos para los que 
existe un tratamiento disponible o en vías investigación, o bien genes 
cuyas mutaciones predicen resistencia a las terapias dirigidas (Chen et 
al., 2015). Este es el caso no sólo de los genes BRAF, KIT y MEK, 
para los cuales actualmente disponemos de tratamientos aprobados 
para el melanoma localmente avanzado y/o metastásico, sino también 
de otros genes cuyos inhibidores están actualmente en vías de 
desarrollo en diversos tumores como PTEN, PIK3CA, CDK4, ERBB4, 
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ALK, y MET. Adicionalmente, cabe destacar que el diseño permite el 
estudio de genes cuyas mutaciones se han descrito como mecanismos 
de resistencia a las terapias dirigidas (Turajlic et al., 2014; Van Allen 
et al.,  2014; Manzano et al.,  2016). Así, en el panel se han incluido 
los genes NRAS, PTEN, PIK3CA, NF1, RAC1, HOXD8, MITF, MEK1, 
MEK2, CDK4, y GNAQ, todos ellos relacionados con la resistencia a 
los inhibidores de BRAF. A este respecto, es importante resaltar la 
traslación clínica del diseño de este panel, que es de utilidad no sólo 
para la caracterización molecular de melanomas primarios, sino 
también para el manejo de melanomas metastásicos, en los que la 
identificación de una mutación en uno de estos genes podría de ser 
utilidad a la hora de seleccionar un determinado tratamiento.  
 
Por otro lado, el diseño del presente panel presenta algunas 
limitaciones que deben ser mencionadas. En primer lugar, en el 
estudio del gen TERT únicamente han podido ser incluidas las 
regiones codificantes pero no el promotor del mismo, por lo que las 
mutaciones más frecuentemente reportadas en este gen se han 
estudiado por una metodología de menor sensibilidad analítica. Esto 
no difiere de lo reportado en otros estudios en los que, a excepción de 
los estudios iniciales que describieron dichas mutaciones (Horn et al.,  
2013; Huang et al., 2013), en la gran mayoría (incluyendo el estudio 
de la TCGA) analizan las mutaciones en el promotor mediante 
secuenciación de Sanger (tabla 6). Asimimo, el diseño del panel no 
incluye el estudio del gen IDH1 e incluye de forma parcial del estudio 
del gen NF1. Esta limitación se debe a que para la selección de genes 
durante el diseño del panel se revisaron los registros publicados hasta 
el 1 de diciembre del 2014, fecha anterior a la publicación de la mayor 
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parte de los estudios en los que se destacaba el papel de ambos genes 
en el melanoma (Akbani et al.,  2015; Krauthammer et al.,  2015; 
Wiesner et al.,  2015; Zhang et al.,  2016; Cirenajwis et al.,  2017).  
 
Al igual que en nuestro estudio, los paneles de NGS diseñados 
por otros autores han sido empleados para el análisis de muestras 
FFPE (Tabla 5). De hecho, varios estudios han demostrado la 
aplicabilidad de las muestras FFPE en los análisis mediante NGS 
(Singh et al., 2013; Tsongalis et al., 2014; Chen et al., 2015; Stiller et 
al., 2016) . Concretamente, en el estudio realizado por Chen et al., se 
comparan las frecuencias alélicas obtenidas en muestras pareadas de 
tejido fresco y FFPE, y se demuestra una elevada concordancia entre 
ambos tipos de muestras. Esto es de especial relevancia, dado que en 
la práctica clínica diaria la disponibilidad de tejido fresco es muy 
limitada, sobre todo en el melanoma, en el que para realizar un 
correcto informe anatomopatológico se requiere el análisis de la 
totalidad de la muestra.   
 
Una de las mayores ventajas de la NGS con respecto a otras 
metodologías de secuenciación es su elevada sensibilidad analítica. 
Así, cabe destacar el elevado LoD (0,5%) demostrado en este estudio 
mediante diluciones seriadas de dos líneas celulares. Este dato es 
superior al aportado en estudios previos, que reportan un LoD del 1-
10% (Singh et al.,  2013; Luthra et al., 2014; Gao et al., 2016). En el 
estudio realizado por Gao et al. realizan diluciones seriadas de dos 
líneas celulares de páncreas hasta la dilución del 1%, y detectan las 
mutaciones en los genes KRAS y P53 en todas ellas. A su vez, Luthra 
et al., realizan diluciones de una línea de cáncer de pulmón y otra de 
Discusión 
204 
adenocarcinoma de colon con la línea HL-60, e identifican un LoD de 
hasta el 1,5%. Por el contrario Singh et al., analizan posteriormente 
diluciones seriadas de estas mismas líneas celulares, y reportan 
únicamente un LoD del 10%. Es importante señalar que, a diferencia 
de nuestro análisis, en ninguno de los estudios mencionados se 
realizan diluciones del 0,5% (1:99) ni 0,05% (1:999). Adicionalmente, 
al igual que Singh et al., en nuestro estudio hemos demostrado una 
elevada reproducibilidad de los resultados, al obtener una mínima 
variación en las frecuencias alélicas obtenidas en dos experimentos 
independientes. Todos estos datos son importantes para la 
implementación de la NGS en el diagnóstico de rutina, en el que 
ocasionalmente se analizan muestras con escasa población tumoral, 
por lo que resulta necesario disponer de técnicas con elevada 
sensibilidad y reproducibilidad. No obstante, señalar que a pesar del 
bajo LoD de la NGS, para su uso en la práctica clínica diaria en 
muestras parafinadas se aceptan variantes identificadas con una 
frecuencia alélica (VAF; variant allele frequency) del 3-5%, con el fin 
de evitar falsos positivos o la identificación de variantes presentes en 
un bajo porcentaje tumoral que tengan una repercusión clínica 




1.2. Alteraciones moleculares en los melanomas primarios. 
Frecuencia de mutaciones y asociación a las características 
clínico-patológicas y supervivencia  
 
Estudios recientes han demostrado que el melanoma es una de 
las neoplasias con mayor tasa de mutaciones somáticas (Lawrence et 
al., 2013). A este respecto, destacar que en el 90% de las muestras de 
nuestra serie se ha identificado al menos una mutación en alguno de 
los genes estudiados, y en más de la mitad se han detectado dos o más 
mutaciones. Este dato es superior a lo reportado en el estudio de Siroy 
et al, en el que sólo un tercio de los melanomas presentaban dos o más 
mutaciones (Siroy et al., 2015). A esto se le suma que hasta en el 86% 
de los genes de nuestro panel se ha detectado al menos una mutación. 
Ambos datos reflejan la utilidad del diseño de un panel específico, en 
el que la frecuencia de mutaciones identificadas es mayor que al 
aplicar paneles comerciales que incluyen genes sin relevancia en el 
melanoma (Griewank et al., 2015).  
 
Acorde a lo descrito en la literatura, en nuestra serie el gen con 
mayor frecuencia de mutaciones ha sido el gen BRAF (50%), siendo 
las mutaciones más frecuentes las localizadas en el codón V600 
(Richtig et al., 2017). Adicionalmente, se han identificado mutaciones 
en el codón K601, así como en codones reportados con menor 
frecuencia como L597, L584, G464, y P731.  Asimismo, la frecuencia 
de mutaciones en los genes NRAS y KRAS coincide con descripciones 
previas, con cifras del 18% y 3%, respectivamente, y afectando 
principalmente al codón Q61 (Swick et al., 2012; Reddy et al., 2017). 
En consonancia con otros estudios, la prevalencia de mutaciones en el 
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gen KIT ha sido del 4%, con una mutación recurrente en el codón 
L576. La presencia de mutaciones en este gen se ha asociado a 
melanomas con índice de Breslow >4mm y ulcerados, aunque este 
hallazgo no ha previamente sido identificado por otros autores (Jin et 
al., 2013). Adicionalmente, de acuerdo a lo descrito por Curtin et al., 
hemos observado distinto perfil de mutaciones en función del patrón 
de exposición solar. Así, los melanomas portadores de mutaciones en 
los genes BRAF y NRAS se localizaban de forma preferente en áreas 
de exposición solar intermitente, mientras que los melanomas 
procedentes de áreas de exposición solar crónica y los melanomas 
acrales, presentaban con mayor frecuencia mutaciones en el gen KIT.  
 
Tal y como se ha reportado previamente, en la mayor parte de 
las muestras se han identificado mutaciones mutuamente excluyentes 
entre los genes BRAF y NRAS. De hecho, solo en tres melanomas se 
han detectado mutaciones concurrentes entre ambos genes, que han 
sido más frecuentes en melanomas portadores de mutaciones de baja 
actividad quinasa del gen BRAF (fuera del codón V600). Diversos 
estudios han descrito que las mutaciones en el gen NRAS son 
mutuamente excluyentes con las mutaciones en el gen BRAF; sin 
embargo, esta afirmación parece tener matices, ya que gracias a los 
recientes estudios de NGS se han descrito mutaciones concurrentes en 
el gen NRAS con mutaciones en el codón 600 del gen BRAF en un 
1,6% de los melanomas;  y hasta en un 18% con mutaciones de baja 
actividad quinasa del gen (Siroy et al.,  2015).   
 
De forma adicional, hemos identificado muestras con dobles 
mutaciones afectando a los genes BRAF, NRAS, KRAS y KIT. Estas 
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mutaciones concurrentes en el mismo gen han sido escasamente 
reportadas en la literatura (Jönsson et al., 2009); aun así, cabe la 
posibilidad de que no hayan sido detectadas por otras metodologías de 
menor sensibilidad analítica que la NGS. Se ha sugerido que la 
presencia de mutaciones concurrentes podría suponer una mayor 
activación de la vía MAPK y, por tanto, su identificación podría tener 
implicaciones en el pronóstico y tratamiento de los pacientes (Siroy et 
al., 2015).  
 
En cuanto a la vía PI3K-AKT, un 10% de los melanomas de 
nuestra serie eran portadores de mutaciones en el gen PTEN. Este 
porcentaje es inferior al 30% de melanomas con pérdida de expresión 
del gen PTEN que se ha descrito previamente (Wu et al., 2003), si 
bien es cierto que mediante NGS sólo se han estudiado las mutaciones 
y no así otras alteraciones más frecuentes como las deleciones 
cromosómicas. Al igual que otros autores, hemos identificado 
mutaciones concurrentes con los genes PTEN y BRAF en un alto 
porcentaje de melanomas (58%) (Goel et al., 2006; Dankort et al., 
2009); y en una menor proporción (17%) con el gen NRAS, hecho que 
contrasta con otros estudios en los que describen mutaciones 
mutuamente excluyentes con este gen (Tsao et al., 2000). A diferencia 
de otros autores, no hemos detectado ninguna mutación en los genes 
PIK3CA ni IRS4, en los que se han descrito mutaciones en melanoma 
con prevalencias aproximadas del 1-3% (Davies et al., 2008).  
 
Como ya ha sido señalado, una de las características del diseño 
de nuestro panel de NGS es que ha permitido el análisis de genes 
recientemente identificados en estudios de WGS/WES. Este es el caso 
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de los genes PREX2 y GRIN2A, en los que acorde a lo descrito 
previamente, hemos detectado mutaciones a lo largo de toda la región 
codificante, aunque en prevalencias ligeramente inferiores (14% frente 
al 23% y 14% frente al 33%, respectivamente) (Berger et al., 2012; 
Wei et al., 2011). A este respecto, cabe señalar que algunas de las 
variantes encontradas en nuestro estudio habían sido descritas como 
mutaciones en estudios previos, sin embargo han sido consideradas 
variantes benignas tras aplicar los programas de predicción in silico. 
Las mutaciones en el gen GRIN2A han resultado más prevalentes en 
melanomas localizados en áreas fotoexpuestas. Esta asociación no ha 
sido anteriormente reportada, aunque sí se ha demostrado un mayor 
número de sustituciones C>T que G>A, sugiriendo la implicación de 
la exposición solar (Wei et al., 2011).  
 
Adicionalmente, el 8% de los melanomas portaron mutaciones 
en el gen NF1. Esta frecuencia es menor a la identificada en otros 
estudios (13,1%) (Krauthammer et al., 2015), hecho que podría 
deberse a que no se ha llevado a cabo el análisis del gen completo, 
sino que únicamente se han analizado regiones codificantes 
seleccionadas. Acorde a lo reportado por otros autores, las mutaciones 
en el gen NF1 se asociaban a melanomas localizados en áreas de 
exposición solar crónica (Cirenajwis et al., 2017). A su vez, las 
mutaciones eran más frecuentes en melanomas con mayor índice de 
Breslow, ulcerados y con mayor tasa de crecimiento; si bien a 
diferencia de estudios previos, no hemos identificado asociación con 
la edad de los pacientes (Krauthammer et al., 2015), ni tampoco con 




Recientemente se ha reportado el gen PPP6C como un nuevo 
driver en melanoma, aunque su implicación no se conoce bien por el 
momento. En el presente estudio, se han detectado mutaciones en este 
gen en el 6% de los melanomas, con una mutación recurrente en el 
hotspot R264C en el 3%. Esta cifra es similar a la reportada en el 
estudio inicial (9% de mutaciones en el gen PPP6C, 3% en el codón 
R264) (Hodis et al., 2012). Sin embargo, contrasta con un estudio 
posterior en el que analizan 61 melanomas asociados a nevus y no 
detectan ninguna mutación en el gen PPP6C, probablemente debido a 
la baja sensibilidad analítica del método empleado (secuenciación de 
Sanger; LoD del 25%) (Shitara et al., 2015).  
 
De acuerdo con otros autores, en el 8% de los melanomas se 
han detectado mutaciones en el gen RAC1 (hotspot P29S), 
principalmente en melanomas localizados en áreas fotoexpuestas 
(Krauthammer et al., 2012). Asimismo, las mutaciones han resultado 
más frecuentes en FGM. En un estudio reciente, se describe su 
asociación con melanomas de mayor agresividad (Mar et al., 2014); 
sin embargo, no se había descrito hasta el momento su asociación con 
la tasa de crecimiento. Por otro lado, se ha demostrado que la 
mutación recurrente P29S suprime la respuesta inmune antitumoral 
(Vu et al., 2015), y también ha sido relacionada con la resistencia a los 
inhibidores de BRAF (Watson et al., 2014). En nuestra serie, ninguno 
de los pacientes portadores de la mutación P29S recibió tratamiento 
sistémico hasta el momento de seguimiento, no pudiéndose establecer 
asociación con este dato.  
De forma adicional, se han descrito como mecanismos de 
resistencia a las terapias dirigidas mutaciones detectadas en otros 
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genes de nuestro panel. Este es el caso de la mutación P124S en el gen 
MAP2K1 (Emery et al., 2009; Nikolaev et al., 2011) y la E207K en el 
gen MAP2K2 (Nikolaev et al., 2011), que han sido identificadas en 
dos melanomas de nuestra serie. Asimismo se ha sugerido el posible 
papel de las mutaciones en el gen HOXD8 como posible mecanismo 
de resistencia (Van Allen et al., 2014).  En nuestro estudio hemos 
identificado una variante no descrita por otros autores (K254R), con 
predicción patogénica en los programas de predicción in silico, pero 
con implicación desconocida por el momento.  
 
En los últimos años han cobrado especial relevancia las 
mutaciones en el promotor del gen TERT no sólo en el melanoma sino 
también en otras neoplasias malignas. En nuestra serie, hemos 
identificado una frecuencia de mutaciones del  30%, que si bien es 
similar a lo descrito por la gran mayoría de autores (30-40%), cabe 
destacar que existe gran variabilidad en las cifras reportadas de unas 
series a otras (Tabla 6). La práctica totalidad de los estudios emplea el 
mismo método de análisis (secuenciación de Sanger); en 
consecuencia, la variabilidad en las prevalencias pudiera 
probablemente deberse al  tipo de muestra analizada (FFPE vs tejido 
fresco) y al diferente origen de la misma (primarios vs metastásicos), 
incluso dentro del mismo estudio. Una de las diferencias principales 
de nuestra serie con respecto a otros estudios con mayor frecuencia de 
mutaciones es que éstos analizan en su mayoría muestras de 
melanoma metastásico. En la serie de Griewank et al., donde se 
reporta una frecuencia de mutaciones en los primarios similar a la 
nuestra (36,6%), asciende a 50,3% en los melanomas metastásicos 
(Griewank et al., 2014). Se ha descrito que las mutaciones en el 
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promotor del gen TERT son un evento inicial en la progresión 
neoplásica de las lesiones melanocíticas (Shain et al., 2015; Bell et al., 
2016); y, consecuentemente, no debiera detectarse una mayor 
frecuencia de mutaciones en las metástasis. Una posible explicación a 
esta discrepancia entre primarios y metastásicos podría ser el mayor 
porcentaje de células tumorales en las muestras metastásicas, que 
aumentarían la probabilidad de detectar las mutaciones mediante 
secuenciación de Sanger.  De hecho, cabe destacar que en nuestra 
serie identificamos la mutación en un melanoma metastásico en el que 
no habíamos detectado la mutación en el tumor primario, 
problablemente debido a esta diferencia en el porcentaje de población 
tumoral.  
 
Por otro lado, dentro de los estudios con melanomas primarios, 
las muestras analizadas en otras series presentan características que 
difieren de nuestra serie en varios aspectos. La serie aportada por el 
grupo de la TCGA recoge 67 melanomas primarios, de los cuales en el 
momento del diagnóstico inicial el 89% eran T4 (mediana de Brelow 
de 7mm), 86% presentaban ulceración y 91% ≥1 mitosis (Akbani et 
al., 2015). Todas estas características histopatológicas se han asociado 
a la presencia de mutaciones en el promotor, lo que podría explicar esa 
mayor frecuencia de mutaciones con respecto a nuestra serie (64,4% 
vs 30%), donde la mayoría de las muestras tienen un índice de 
Breslow <1mm (56,2%), y sólo el 20% y el 46,7% presentan 
ulceración y mitosis, respectivamente. De forma adicional, en la serie 
descrita por Hugdahl et al. se detecta una prevalencia de mutaciones 
del 68% en melanomas primarios; sin embargo, únicamente incluyen 
melanomas del subtipo histológico nodular (Hugdahl et al., 2017), que 
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también se han asociado con mayor frecuencia a la presencia de 
mutaciones en distintas series (Heidenreich et al., 2014; Pópulo et al., 
2014).  
 
En consonancia con otros estudios, el 85% de las mutaciones 
se han detectado en las posiciones c.1-146 (57%) y c.1-124 (28%), 
mientras que las mutaciones en las posiciones c.1-124/-125 y c.1-
138/-139 han sido menos frecuentes (5% y 8%, respectivamente). 
Adicionalmente, en uno de los melanomas se ha detectado la mutación 
c.1-57, asociada a melanoma familiar, sin embargo la paciente no 
presentaba antecedentes personales ni familiares de melanoma.  
 
Acorde a lo descrito por otros autores, en nuestra serie las 
mutaciones en el promotor del gen TERT se han asociado a 
melanomas de localización no acral, del subtipo histológico nodular, 
con alta tasa de crecimiento, alto índice de Breslow, presencia de 
ulceración y mitosis, estadio tumoral avanzado y presencia de recaídas 
locorregionales y/o a distancia (Heidenreich et al., 2014a; Pópulo et 
al., 2014; Griewank et al., 2014; Nagore et al., 2016a). Por el 
contrario, a diferencia de otras series, no hemos encontrado asociación 
estadísticamente significativa con la edad de los pacientes.  
 
De forma adicional, hemos identificado que los melanomas sin 
regresión histológica se asocian a mutaciones en el promotor del gen 
TERT. Este hallazgo, no reportado previamente en la literatura, 
concuerda con el hecho de que los melanomas con regresión suelen 
ser melanomas finos (<1mm), sin ulceración, y del subtipo histológico 
MES (Ribero et al., 2013), que son características que con menor 
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frecuencia se asocian a las mutaciones en el gen TERT.  Por otro lado, 
este hallazgo también podría estar en relación con la hipótesis de la 
disfunción telomérica como mecanismo patogénico para explicar el 
fenómeno de regresión (Bastian et al., 2003). Según esta hipótesis, 
tras una serie de divisiones celulares las células tumorales acortarían 
sus telómeros y entrarían en una fase denominada crisis, 
desencadenada por la presencia de aberraciones cromosómicas, y 
caracterizada por la apoptosis en un gran número de células. Durante 
esta fase, aquellas células tumorales con capacidad para estabilizar sus 
telómeros gracias a la telomerasa (o gracias al mecanismo ALT-
alternative lengthening of telomeres) escaparían de la crisis, mientras 
que las células sin telomerasa entrarían en apoptosis consecuencia de 
la inestabilidad genómica.  
 
Esta hipótesis no sería contraria al origen inmunológico de la 
regresión espontánea, sino que la acción del sistema inmune sería un 
mecanismo complementario al acortamiento de los telómeros. Según 
esto, los cuerpos apoptóticos representarían el estímulo antigénico que 
atraería la respuesta del sistema inmunológico, dando lugar a ese 
infiltrado inflamatorio que caracteriza histológicamente la fase 
temprana del fenómeno de regresión. A nivel experimental esta 
hipótesis se apoya en los resultados de Pathak et al, que describieron 
la ausencia de actividad telomerásica y el acortamiento de los 
telómeros en melanomas porcinos con presencia de regresión (Pathak 
et al., 2000). Adicionalmente, varios trabajos realizados en lesiones 
melanocíticas han revelado una menor actividad telomerásica en 
melanomas con regresión (Rudolph et al., 2000; Carvalho et al., 
2006). Asimismo, varios estudios han descrito la ausencia de actividad 
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telomerásica en un subtipo de neuroblastoma de buen pronóstico 
(estadio IVS) caracterizado por la regresión espontánea (Hiyama et 
al., 1995; Hiyama et al., 1997). Todos estos hallazgos sugieren el 
posible papel de la telomerasa en la regresión espontánea del 
melanoma. Por tanto, dado que las mutaciones en el promotor del gen 
TERT se asocian a una mayor expresión de telomerasa; la menor 
expresión de telomerasa en los melanomas sin mutaciones podría ser 
un mecanismo alternativo que explicara la presencia del fenómeno de 
regresión espontánea en este subgrupo de melanomas.  
 
Diversos autores han demostrado que las mutaciones en el 
promotor de TERT representan un factor pronóstico independiente en 
el melanoma (Pópulo et al., 2014; Griewank et al., 2014; Nagore et 
al., 2016b). Estos estudios han muestran que los melanomas 
portadores de mutaciones presentan menores SLE y SG que los 
melanomas wt, independientemente de sus características clínico-
patológicas. Los resultados de nuestra serie muestran que la presencia 
de mutaciones se asocia a una menor SLE, sin embargo no hemos 
identificado asociación con la SG. Esta ausencia de correlación con la 
SG podría deberse al escaso número de pacientes en los que se 
produjo éxitus en nuestra serie (4,8%); hecho que no llama la atención 
dado que la mayoría de los melanomas presentaban características 
clínico-patológicas de buen pronóstico. Por el contrario, tres estudios 
recientes no han demostrado asociación de las mutaciones con la 
supervivencia (Ekedahl et al., 2016; Hugdahl et al., 2017; Bai et al., 
2017); si bien cabe mencionar que los tres estudios presentan ciertas 
particularidades que no los hace comparables a los demás estudios 
publicados. Uno de ellos sólo analizaba melanomas metastásicos 
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(Ekedahl et al., 2016), otro únicamente incluía melanomas del subtipo 
histológico nodular (Hugdahl et al., 2017), y en el último se analizaba 
una cohorte asiática en la que predominaban los melanomas acrales y 
mucosos (Bai et al., 2017).  
 
Adicionalmente, en consonancia con otros autores, hemos 
identificado un 40,5% de muestras portadoras del polimorfismo 
rs2853669 (Rachakonda et al., 2013). La presencia de este 
polimorfismo de forma aislada no se ha asociado a ninguna de las 
características clínico-patológicas ni tampoco a la supervivencia. Sin 
embargo, estratificando los melanomas en función del polimorfismo, 
sí que hemos observado que las asociaciones de las mutaciones en el 
promotor de TERT con las características de mayor agresividad 
(índice de Breslow, ulceración y mitosis) sólo se mantenían en los 
melanomas no portadores del polimorfismo. Asimismo, la reducción 
significativa de la SLE únicamente se mantenía en este subgrupo de 
melanomas. Estos resultados están en la misma línea de los reportados 
en otros estudios en cáncer de vejiga, glioblastoma y melanoma, que 
han sugerido una modificación del efecto de las mutaciones 
secundario a la presencia del polimorfismo. Se ha descrito que la 
presencia del polimorfismo modifica los sitios de unión en la región 
proximal del promotor, impidiendo la unión de factores de 
transcripción de la familia ETS. Nagore et al. han demostrado que los 
melanomas portadores de mutaciones se asocian a una mayor tasa de 
crecimiento, siendo la fuerza de esta asociación mayor en ausencia del 
polimorfismo (Nagore et al., 2016a). Por otro lado,  diversos estudios 
han reportado una menor supervivencia asociada a las mutaciones sólo 
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en ausencia del polimorfismo (Rachakonda et al., 2013; Simón et al., 
2015; Nagore et al., 2016b; Batista et al., 2016).  
 
Finalmente, mencionar el gen IDH1 en el que hemos 
identificado mutaciones en el 1% de los melanomas de nuestra serie. 
Resulta difícil comparar la frecuencia observada en nuestra serie con 
la de otros autores, dado que son escasos los estudios que han 
analizado las mutaciones en el melanoma, y los que existen, reportan 
cifras que varían del 1,1 al 13% (Tabla 7).  No hemos identificado 
asociación con ninguna característica clínico-patológica, si bien los 
dos melanomas portadores de mutación estaban localizados en áreas 
fotoexpuestas; presentaban características clínico-patológicas de 
mayor agresividad (mayor edad, Breslow >2mm, ulceración, mitosis, 
ausencia de regresión); así como alteraciones moleculares asociadas a 
mal pronóstico (mutaciones en el promotor del gen TERT y metilación 
en el gen RARB). La asociación de las mutaciones en el gen IDH1 con 
las características clínico-patológicas de los melanomas no ha sido 
objeto de análisis en ningún estudio previo, aunque sí se ha señalado 
la inducción de estas mutaciones por la exposición solar dada la 
transición C>T (Hodis et al., 2012; Krauthammer et al., 2015). 
Paralelamente se ha descrito la asociación de las mutaciones en el gen 
IDH1 a un fenotipo hipermetilador (Noushmehr et al., 2010; Akbani 
et al., 2015). La presencia de estas mutaciones conlleva un 
catabolismo adicional de α-KG a D-2-hydroxyglutarato (D-2HG), 
dando lugar a niveles elevados de D-2HG (Dang et al., 2009).  Este 
metabolito tiene la capacidad de inhibir las enzimas α-KG 
dependientes que regulan la actividad epigenética, como es el caso de 
las demetilasas de la familia TET (ten-eleven traslocation), cuya 
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inhibición conlleva una hipermetilación del ADN (Xu et al., 2011). 
Con respecto a nuestra serie, no se ha podido establecer la asociación 
con ese fenotipo hipermetilador dada la baja frecuencia de 
mutaciones, aunque cabe destacar que los dos melanomas portadores 
de mutación en el gen IDH1 presentaban hipermetilación en tres 
genes.  
 
1.3. Clasificación genómica de los melanomas primarios 
 
En el presente estudio se ha establecido una clasificación de 
los melanomas primarios en base a los subtipos recientemente 
reportados por el grupo de la TCGA (Akbani et al., 2015). Acorde a lo 
descrito, el subtipo más prevalente fue el de BRAF, seguido por los 
subtipos RAS y NF1. Sin embargo, dada la presencia de mutaciones 
concurrentes entre los genes BRAF, RAS (NRAS y KRAS) y NF1, no 
ha sido posible establecer una distinción clara entre estos tres 
subtipos. Por ello, teniendo en cuenta estos subtipos de forma 
conjunta, el 28% de los melanomas de nuestra serie han sido 
clasificados como triple-wt. Este porcentaje es superior a lo reportado 
por el grupo de la TCGA (6%); por un lado, debido a una menor 
frecuencia de mutaciones en los genes de la familia RAS (17% vs 
28%), y también a la menor frecuencia de melanomas portadores de 
mutaciones en el gen NF1 (8% vs 14%). Por otro lado, no podemos 
descartar que esta diferencia también se deba a las diferentes 
características histopatológicas de los melanomas de nuestra serie con 
respecto a los de la TCGA, ya señalado anteriormente.  
Acorde a lo descrito por la TCGA, los melanomas del subtipo 
NF1 eran portadores de un mayor número de mutaciones comparado 
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con los otros subtipos. Por el contrario, a diferencia de la TCGA 
donde encontraban baja prevalencia de mutaciones en el promotor de 
TERT en el subtipo triple-wt (6,2%), en nuestra serie no hemos 
identificado diferencias en la frecuencia de mutaciones en el promotor 
de TERT en los diferentes subtipos, siendo del 18,9% en el subtipo 
triple-wt. Esta discrepancia podría deberse a que algunos de los 
melanomas del subtipo triple-wt probablemente quedarían englobados 
en el subtipo NF1 si hubiera sido estudiada toda la región codificante 
de dicho gen.    
 
1.4. Alteraciones moleculares en los melanomas metastásicos 
 
La presencia de homo/heterogeneidad intertumoral es un tema 
sujeto a controversia en los diferentes estudios publicados al respecto. 
Nuestros resultados concuerdan con lo descrito previamente por otros 
autores, que analizan el estado mutacional de los genes BRAF y NRAS 
en muestras pareadas, y demuestran  tasas de concordancia del 100% 
(Boursault et al., 2013; Menzies et al., 2014; Riveiro-Falkenbach et 
al., 2015; Uguen et al., 2016). Concretamente, Riveiro-Falkenbach et 
al. analizan las mutaciones en el gen BRAF en 140 muestras pareadas 
mediante PCR alelo-específica (The cobas® 4800 BRAF V600 test) e 
inmunohistoquímica; y al igual que en nuestra serie, identifican un 
único caso inicialmente catalogado como discordante debido a la 
presencia de dos melanomas primarios (Riveiro-Falkenbach et al., 
2015). Por el contrario, otros estudios han identificado heterogeneidad 
intertumoral  en cifras que varían del 6-44% de los melanomas 
(Yancovitz et al., 2012; Colombino et al., 2012; Heinzerling et al., 
2013; Saint-Jean et al., 2014; Bradish et al., 2015; Yaman et al., 
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2016). Algunas de las hipótesis propuestas para explicar esta 
discrepancia entre los tumores primarios y metastásicos, es la 
presencia de diferentes clones dentro de un mismo tumor primario que 
genera metástasis con diferentes perfiles mutacionales; o bien la 
evolución clonal, con cambios en el perfil molecular mediante la 
adquisición o pérdida de mutaciones durante la progresión del 
melanoma (Varada et al., 2015; Riveiro-Falkenbach et al., 2017). 
Adicionalmente, Riveiro-Falkenbach et al. han sugerido que la 
heterogeneidad intertumoral identificada por otros autores podría 
deberse a problemas en la metodología molecular empleada, ya sea 
por el empleo de métodos con baja sensibilidad analítica, métodos que 
analizan únicamente la mutación V600E, o bien a muestras con baja 
celularidad tumoral. A este respecto, son escasos los estudios en los 
que se ha analizado la homo/heterogeneidad intertumoral mediante 
métodos de alto rendimiento, como la NGS.  
 
Goswami et al. analizan por NGS el perfil mutacional de 265 
muestras pareadas primario-metástasis de diferentes tipos de 
neoplasias empleando el Ampliseq Cancer Panel. Incluyen un total de 
20 melanomas en los que, al igual que en nuestra serie, identifican 
homogeneidad intertumoral para las mutaciones en los genes BRAF y 
NRAS en todas las muestras. Asimismo, describen tres melanomas con 
mutaciones discordantes en otros genes entre el primario y la 
metástasis: en dos casos detectan mutaciones en el primario que no 
están presentes en la metástasis (un caso con la mutación p.Val14Ile 
en el gen KRAS y otro con la mutación p.Met541Leu en el gen KIT), y 
en un caso detectan en la metástasis una mutación no detectable en el 
tumor primario (la mutación p.Ser45Pro en el gen CTNNB1). A su 
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vez, Miraflor et al. analizan ocho muestras pareadas de melanoma 
mediante el Ampliseq Cancer Hotspot Panel v2, e identifican cuatro 
casos discordantes en los que detectan nuevas mutaciones en las 
metástasis en los genes BRAF, CDKN2A, ATM y PIK3CA (Miraflor et 
al., 2017). En consonancia con Goswami et al., la mayoría de las 
muestras de nuestra serie presentaban un perfil mutacional 
concordante entre el primario y la metástasis; sin embargo, en tres 
metástasis hemos identificado mutaciones en el gen PTEN que no 
estaban presentes en el tumor primario;  y de forma adicional, en una 
metástasis hemos detectado una mutación en el gen GNAQ.  
 
La detección de estas mutaciones adicionales en el tumor 
metastásico podría tener implicaciones en el manejo de los pacientes, 
ya que podrían representar mecanismos de resistencia intrínsecos o 
adquiridos a las terapias dirigidas. En este sentido, cabe destacar que 
diversos autores han señalado el papel de las mutaciones en el gen 
PTEN como mecanismos de resistencia a los inhibidores de BRAF 
(Manzano et al., 2016). Recientemente, Turajlic et al. han descrito un 
caso de resistencia intrínseca a inhibidores de BRAF consecuencia de 
una doble activación de las vías MAPK y PI3K/AKT, mediante 
mutaciones en los genes GNAQ y PTEN (Turajlic et al.,  2014). Con 
respecto a nuestra serie, el paciente portador de mutaciones en los 
genes PTEN y GNAQ no recibió tratamiento durante el periodo de 
seguimiento; sin embargo, uno de los pacientes portadores de 
mutación en el gen PTEN recibió tratamiento con inhibidores de 
BRAF y MEK y demostró resistencia instrínseca al tratamiento. Dicha 
resistencia podría explicarse por la doble activación de las vías MAPK 
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y PI3K/AKT mediante la mutación p.ValV600Glu en el gen BRAF, y 
la p.Arg47Lys en el gen PTEN.  
 
Actualmente, en la práctica clínica asistencial uno de los 
factores a tener en cuenta para la administración de una terapia 
dirigida es la determinación de las mutaciones en el gen BRAF. A la 
vista de nuestros resultados, esta determinación podría realizarse tanto 
en el tumor primario como en el metastásico, ya que ambos 
presentarían el mismo estado mutacional para dicho gen. Sin embargo, 
la posibilidad de que existan múltiples melanomas primarios, así como 
la presencia de nuevas mutaciones en el tumor metastásico, pone de 
manifiesto la necesidad de emplear la metástasis en los estudios 
moleculares. En este sentido, queremos destacar la aplicación de un 
panel específico de melanoma en la muestra metastásica, ya que 
permitiría no sólo el análisis de las mutaciones en el gen BRAF, sino 
también la detección de nuevas mutaciones que podrían representar 
mecanismos de resistencia, y por tanto sería de utilidad para la 
identificación de los pacientes candidatos a  tratamiento.  
 
Con respecto al promotor del gen TERT, son escasos los 
estudios en lo que se ha analizado la concordancia de mutaciones entre 
melanomas primarios y metastásicos. Cabe destacar que a pesar de lo 
mencionado anteriormente de que las mutaciones en el promotor del 
gen TERT se han descrito como un evento inicial (Shain et al., 2015; 
Bell et al., 2016), no todos los estudios identifican homogeneidad 
intertumoral entre el primario y la metástasis. Heidenreich et al. 
estudian seis casos reportando concordancia en todos los casos 
pareados (Heidenreich et al., 2014). Por el contrario, Hugdahl et al. 
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estudian 58 muestras pareadas e identifican un total de 14 casos 
discordantes (24%); cuatro casos en los que, al igual que en nuestra 
serie, detectan la mutación en la metástasis pero no en el tumor 
primario, y 10 en los que la mutación sólo está presente en el 
melanoma primario, de los cuales en cuatro  identifican la mutación 
cuando reanalizan diferentes partes de la metástasis (Hugdahl et al.,  
2017). A su vez, Yang et al. describen una baja concordancia (ĸ=0.33) 
en 41 casos pareados (Yang et al., 2018). Adicionalmente, Ofner et al. 
analizan 40 melanomas primarios y 75 metastásicos y no identifican 
diferencias significativas en la prevalencia de mutaciones entre 
primarios y metastásicos, si bien no estudian ningún caso pareado 
(Ofner et al.,  2017). 
 
 
2. ESTUDIOS EPIGENÉTICOS 
 
2.1. Detección de metilación en el promotor de genes supresores 
tumorales 
 
En el presente proyecto se ha analizado la metilación en la 
región promotora de 24 TSGs mediante MS-MLPA. El MS-MLPA es 
una metodología que ha demostrado ser de utilidad en la práctica 
clínica diaria, ya que permite el empleo de muestras FFPE, y lleva a 
cabo el análisis de metilación en múltiples genes en una sola reacción. 
Diversos estudios han reportado la utilidad de este método para el 
análisis de la metilación (Nygren et al., 2005; Takata et al., 2007; 
Erlandson et al., 2008; Huynh et al., 2012; Murria et al., 2014).  En 
dichos estudios, se establece un LoD del 10% y se considera ruido de 
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fondo la metilación identificada por debajo de este porcentaje, pero 
sin realizarse en ninguno de ellos un análisis de sensibilidad analítica. 
En este sentido, en el presente proyecto se ha realizado un análisis de 
sensibilidad que ha corroborado el LoD previamente descrito, al 
demostrarse la capacidad de la técnica de detectar metilación con 
todas las sondas cuando la región promotora del estándar se encuentra 
metilada al 10%. Adicionalmente, a pesar de que hemos establecido 
un LoD del 10%, también se ha podido demostrar que la metodología 
es capaz de detectar metilación con la mayoría  de las sondas cuando 
existe metilación únicamente en un 2,5% del ADN estudiado. Este 
dato es relevante, ya que pone de manifiesto la utilidad del MS-MLPA 
en las muestras empleadas en el diagnóstico molecular rutinario, en 
las que ocasionalmente el porcentaje de celularidad tumoral puede ser 
bajo.  
 
De acuerdo con otros autores, la metilación en el promotor de 
los genes RARB y PTEN ha resultado frecuente en los melanomas de 
nuestra serie (Schinke et al., 2010; Marzese et al., 2014). Con respecto 
al gen RARB, cabe destacar que las cifras de metilación son 
ligeramente inferiores a las descritas en algunos estudios previos, 
probablemente debido a las distintas características clínico-patológicas 
de los melanomas incluidos. Concretamente, en la serie reportada por 
Hoon et al. el 70% de los tumores primarios presentan metilación en 
el gen RARB, sin embargo, estos autores analizan un escaso  número 
de tumores primarios (n=20) y no se especifican las características 
clínico-patológicas de los mismos (Hoon et al., 2004). En contraste, 
Furuta et al. analizan la metilación en una serie corta de melanomas 
primarios (n=4) y metastásicos (n=21), y demuestran un porcentaje de 
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metilación de RARB similar al obtenido en nuestro estudio (20%) 
(Furuta et al., 2004). Por otro lado, hemos identificado un alto número 
de melanomas con metilación en el promotor del gen PTEN. Esta cifra 
también es comparable a la identificada por Furuta et al., que 
describen metilación en un 23% de las líneas celulares estudiadas 
(Furuta et al., 2004). Sin embargo, difiere de la reportada por Lahtz et 
al que describen un 60% de metilación en 230 melanomas cutáneos; 
aunque de nuevo cabe destacar que es una serie con características 
distintas a la nuestra, ya que incluye una cohorte de melanomas con 
una mediana de índice de Breslow de 1,9mm (Lahtz et al., 2010). 
Adicionalmente, en consonancia con el estudio de Marzese et al., 
hemos identificado metilación concomitante en los genes RARB y 
PTEN en el 15% de los melanomas estudiados (Marzese et al., 2014). 
Esta metilación concomitante podría identificar un subgrupo de 
melanomas con características moleculares comunes, en los que el 
silenciamiento génico de ambos genes tuviera un papel en el 
desarrollo y progresión del melanoma.  
 
En cuanto al gen RASSF1, sólo un 6% de los melanomas de 
nuestra serie presentaban metilación en su promotor. Esta cifra 
contrasta con la reportada en el estudio de Tanemura et al. (28.6%), si 
bien todos los melanomas incluidos en su estudio correspondían a 
melanomas en estadios avanzados (Tanemura et al., 2009).  Acorde a 
lo descrito en estudios previos, otros genes con un porcentaje 
considerable de metilación en los melanomas de nuestra serie han sido 
APC, CDH13, ESR1 y CDKN2A (Gonzalgo et al., 1997; Worm et al., 




Son escasos los estudios publicados en los que se analice la 
asociación entre la metilación y las características clínico-patológicas 
de los melanomas. A este respecto, los resultados del presente estudio 
demuestran la asociación de la metilación y un fenotipo de mayor 
agresividad. Por un lado, hemos detectado mayor frecuencia de 
metilación en pacientes de mayor edad. Esta asociación ya ha sido 
previamente descrita en las células de la mucosa intestinal, en las que 
la metilación asociada a la edad es un factor que contribuye al 
desarrollo de cáncer de colon (Ahuja et al., 1998; Issa et al., 2001). 
Por otro lado, hemos demostrado asociación entre la metilación y 
características histopatológicas de mal pronóstico como el Breslow, la 
ulceración y las mitosis. La asociación con el índice de Breslow ha 
sido previamente reportada en la serie de Hoon et al., que identifican 
mayor metilación en el gen RARB en los melanomas con mayor 
espesor tumoral (Hoon et al., 2004). Asimismo, esta asociación se ha 
descrito en el estudio realizado por Thomas et al, en el que analizan 
47 melanomas primarios y, al igual que en nuestra serie, identifican 
correlación entre el fenotipo hipermetilador y los melanomas con 
mayor índice de Breslow y ulceración (Thomas et al., 2014). Sin 
embargo, al contrario que en nuestros resultados, estos autores 
describen una asociación inversa entre la metilación y los melanomas 
con mayor índice mitótico. Otros autores no han encontrado ninguna 
asociación entre la metilación y el índice mitótico (Gao et al., 2013).  
 
Además, en consonancia con otros estudios, en los melanomas 
localizados en áreas acrales hemos identificado mayor metilación, y 
una reducción significativa en el número de mutaciones frente a otras 
localizaciones (De Araújo et al., 2015; Hayward et al., 2017). Los 
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melanomas acrales representan un subgrupo de melanomas con 
características diferenciales, ya que generalmente se diagnostican en 
pacientes de mayor edad y no se relacionan con la exposición solar 
(Phan et al., 2006). Diversos estudios han demostrado que estos 
melanomas presentan un perfil molecular diferente al resto de los 
melanomas, caracterizado por un menor número de mutaciones y 
mayor prevalencia de otras alteraciones moleculares (Hayward et al., 
2017).  
 
Paralelamente, los resultados de nuestra serie demuestran el 
impacto pronóstico de la metilación en el promotor de TSGs.  Por un 
lado, hemos identificado mayor prevalencia de metilación en los genes 
RARB, PTEN y CDH13 en melanomas con estadio tumoral avanzado. 
Esta asociación de la metilación con el estadio tumoral ha sido 
previamente descrita por Sigalotti et al., que identifican 
hipermetilación en una firma de 17 genes en melanomas con estadio 
tumoral IIIC (Sigalotti et al., 2012). Asimismo, también se ha descrito 
en relación a los genes RASSF1 y PTEN, en los que se ha demostrado 
mayor metilación en melanomas con estadio III/IV (Tanemura et al., 
2009; Roh et al., 2016). Sin embargo, a diferencia de nuestros 
resultados, en la serie de Tanemura et al. se reporta la metilación en el 
gen RARB como un evento inicial, al identificar mayor prevalencia de 
metilación en tumores con estadios iniciales (Tanemura et al., 2009).  
 
Por otro lado, nuestros resultados demuestran la asociación de 
la metilación en los genes RARB, PTEN y CDH13 con una reducción 
de la SLE y SG. Esta asociación con RARB se ha descrito en un 
estudio realizado por Mori et al., en el que identifican menor tasa de 
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SG en pacientes con hipermetilación en suero en los genes RARB, o 
RASSF1, o en ambos genes conjuntamente (Mori et al., 2005). 
Adicionalmente, dos estudios recientes han demostrado el impacto 
pronóstico del gen PTEN.  Lahtz et al. identifican metilación del gen 
PTEN en el 60% de los melanomas, y demuestran su asociación a una 
menor SG (Lahtz et al., 2010). Asimismo, Roh et al. analizan 392 
melanomas procedentes de dos cohortes (una coreana y la de la 
TCGA) e identifican la metilación del gen PTEN como un factor 
pronóstico independiente asociado a menor SLE y SG (Roh et al., 
2016). Con respecto al gen CDH13, a diferencia de otros tumores no 
hemos encontrado ningún estudio previo en melanoma en el que se 
demuestre su valor pronóstico. En cáncer de vejiga se ha demostrado 
su asociación a tumores de alto grado, estadio avanzado, recurrencia 
tumoral y mal pronóstico (Lin et al., 2011). En contraste con otros 
estudios, nuestros resultados no han demostrado asociación entre la 
metilación en el gen RASSF1 y el estadio tumoral avanzado o la 
supervivencia (Tanemura et al., 2009; Mori et al., 2005). Esta 
discrepancia probablemente sea debida al bajo porcentaje de 
melanomas con metilación en este gen, y a su vez al menor número de 
melanomas en estadios avanzados incluidos en nuestra serie.  
 
Como se ha mencionado, en el análisis univariante hemos 
demostrado menores tasas de supervivencia en melanomas con 
metilación en los genes RARB, PTEN y CDH13. Sin embargo, en el 
análisis multivariante dicha asociación únicamente permanece 
significativa con el gen RARB, que junto con el Breslow y la 
ulceración son factores independientes predictores de menor SLE y 
SG. En este análisis, la metilación no ha demostrado ser superior al 
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Breslow y la ulceración, que son parámetros histológicos con valor 
pronóstico bien establecido, ambos incluidos en la última clasificación 
de la AJCC (Gershenwald et al.,  2017). Por ello, a la vista de nuestros 
resultados y acorde a lo sugerido por otros autores, el análisis de la 
metilación no debería incluirse como un único factor pronóstico en la 
práctica clínica habitual (Lahtz et al., 2010), sino que las alteraciones 
epigenéticas podrían representar biomarcadores pronósticos que 
proporcionen información adicional a los parámetros histológicos 
convencionales.  
 
Finalmente, hemos estudiado la posible asociación de la 
metilación en el promotor de los genes estudiados con el estado 
mutacional de los genes BRAF, NRAS, TERT e IDH1. Así, en 
consonancia a lo reportado por otros autores, no hemos identificado 
correlación entre la metilación y la presencia de mutaciones en los 
genes BRAF y NRAS (Tellez et al., 2009; Lahtz et al., 2010; Lauss et 
al., 2015; Jin et al., 2015). Como ya se ha mencionado, se ha descrito 
la asociación de un fenotipo hipermetilador con las mutaciones en el 
gen IDH1 (Noushmehr et al., 2010; Akbani et al., 2015). Esta 
asociación no ha podido ser establecida en nuestra serie dada la baja 
frecuencia de mutaciones en dicho gen, aunque es relevante 
mencionar que los dos melanomas portadores de la mutación R132C 
presentaban hipermetilación en tres de los genes estudiados. De forma 
adicional, en nuestro estudio se ha descrito por primera vez la 
asociación entre las mutaciones en el promotor del gen TERT y la 
metilación en los genes RARB y RASSF1. Esta asociación podría tener 
implicaciones en el manejo clínico de los pacientes, ya que ambas 
alteraciones moleculares están asociadas a mal pronóstico, y podrían 
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emplearse de forma combinada para la estratificación de pacientes en 
base al pronóstico.  
 
2.2. Estudio de expresión de microRNAs 
 
El análisis de expresión mediante arrays ha identificado cuatro 
miRNAs diferencialmente expresados en los melanomas en base a sus 
características clínico-patológicas de mal pronóstico y al estado 
mutacional del gen TERT.  
 
Uno de los miRNAs identificados es miR-138-5p, que 
recientemente se ha descrito como un supresor tumoral en diversas 
neoplasias malignas como el cáncer de tiroides, de esófago, de ovario, 
de colon, de vejiga, de pulmón, de mama y el osteosarcoma (Mitomo 
et al., 2008; Huang et al., 2012; Yen et al., 2013; Qin et al., 2015; 
Yang et al., 2016; Zhang et al., 2016; Ye et al., 2017; Zhao et al., 
2017).   Concretamente, se ha demostrado que inhibe la proliferación 
celular, induce apoptosis, e impide la invasión y formación de 
metástasis mediante su unión a múltiples genes diana (Sha et al., 
2017).  Se ha propuesto la posible utilidad terapéutica de este miRNA 
tras demostrar que incrementa la sensibilidad a agentes 
quimioterápicos en cáncer de pulmón, osteosarcoma, y leucemia (Jin 
et al., 2016;  Sha et al., 2017).  Asimismo, se ha sugerido su papel 
como agente inmunoterapéutico dada su capacidad de disminuir la 
expresión de moléculas reguladoras de la respuesta inmune como 




Con respecto al melanoma, Chen et al. han reportado menor 
expresión de miR-138-5p en una línea celular de melanoma 
comparado con melanocitos normales, y han demostrado su capacidad 
de inhibir la proliferación, invasión y glicolisis mediante su unión al 
gen HIF-1 α (Chen et al., 2016). Asimismo, recientemente Meng et al. 
han identificado infraexpresión de este miRNA en la línea celular 
A2058 y en pacientes con melanoma comparado con controles sanos, 
y de nuevo han demostrado inhibición de la proliferación celular e 
inducción de apoptosis mediante la interacción con la vía PI3K/AKT 
(Meng et al., 2017).   
 
Los resultados aquí obtenidos demuestran un incremento 
progresivo de la expresión de miR-138-5p desde nevus melanocíticos 
a melanomas metastásicos. Adicionalmente, hemos identificado la 
sobreexpresión de este miRNA en melanomas con alta tasa de 
crecimiento, subtipo histológico nodular, mayor índice de Breslow y 
presencia de mitosis. Estos datos contrastan con los reportados en los 
estudios de Chen et al. y Meng et al., aunque cabe destacar que no son 
del todo comparables, ya que por un lado en nuestra serie no hemos 
comparado la expresión de miR-138-5p con controles sanos; y por 
otro lado en los estudios anteriormente mencionados se analiza su 
expresión en una sola línea celular de melanoma y en células 
circulantes procedentes de cinco pacientes con melanoma. 
Paralelamente, nuestros resultados son similares a los obtenidos por 
Larsen et al., que han identificado mayor expresión de miR-138-5p en 
melanoma conjuntival comparado con muestras de conjuntiva sana, y 
a su vez demuestran mayor expresión en melanomas con mayor 
espesor tumoral (Larsen et al., 2016). Además, nuestros resultados 
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concuerdan con los obtenidos en un estudio previo en el que han 
demostrado mayor expresión de miR-138-5p en los MN comparados 
con los MES (Poliseno et al., 2012). No hemos encontrado ninguna 
referencia previa acerca de la relación de miR-138-5p con la tasa de 
crecimiento ni el índice mitótico, sin embargo, cabría esperar una 
relación inversa dada la capacidad del miRNA de inhibir la 
proliferación e invasión celular. El hecho de que en nuestra serie 
hayamos identificado mayor expresión de miR-138-5p en melanomas 
de mayor agresividad puede interpretarse como un mecanismo 
compensatorio para frenar el desarrollo y progresión del melanoma. 
En este sentido, cabe señalar que una de las limitaciones de nuestro 
estudio es que no se ha realizado microdisección de las muestras, por 
lo que la expresión de miR-138-5p podría no sólo corresponder a los 
melanocitos tumorales, sino también a otras células del microambiente 
tumoral como respuesta a la carcinogenésis.  
 
De forma adicional, hemos detectado sobreexpresión de miR-
138-5p en melanomas portadores de mutaciones en el promotor del 
gen TERT comparados con los wt. A este respecto, mencionar que se 
ha descrito la implicación del miR-138-5p en la regulación del gen 
TERT mediante su unión a la región 3´UTR, con mayor expresión de 
telomerasa a menores niveles de miR-138-5p (Mitomo et al., 2008; 
Qin et al., 2015). Numerosos estudios han demostrado que la 
expresión de telomerasa se detecta en más del 90% de las neoplasias 
malignas (Heidenreich et al., 2014B). De hecho, estudios de expresión 
de telomerasa a nivel de proteína mediante inmunohistoquímica han 
demostrado niveles similares en melanomas portadores de mutaciones 
en el gen TERT y wt (Pópulo et al., 2014; Kohli et al., 2017, Masui et 
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al., 2018; Hugdahl et al., 2018). Todo ello apunta a que, además de las 
ya mencionadas mutaciones en el gen TERT, los mecanismos 
epigenéticos podrían también estar implicados en la regulación post-
transcripcional de la expresión de telomerasa. Por ello, una de las 
hipótesis es que la sobreexpresión de miR-138-5p identificada en 
nuestra serie en los melanomas portadores de mutación, podría 
representar un mecanismo molecular compensatorio para regular la 
expresión de telomerasa en este subgrupo de melanomas.  
 
En el presente estudio se ha identificado un incremento 
progresivo de expresión de miR-130b-3p desde lesiones melanocíticas 
benignas a melanomas metastásicos. Este resultado concuerda con lo 
descrito por Sand M et al., que analizan la expresión diferencial de 
miRNAs en melanomas primarios, metastásicos y nevus, y observan 
una sobreexpresión de miR-130b-3p en melanomas primarios y 
metastásicos con respecto a nevus (Sand et al., 2013). 
Adicionalmente, dentro de los melanomas primarios, hemos 
objetivado una sobreexpresión de miR-130b-3p en aquellos con alta 
tasa de crecimiento, mayor índice de Breslow y presencia de mitosis. 
Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente, ya que 
miR-130b-3p se ha descrito como un oncogén en diversas neoplasias 
malignas. Colangelo et al. han demostrado que miR-130-3p promueve 
la transición epitelio-mesénquima y favorece el desarrollo de tumores 
de mayor tamaño y desdiferenciados (Colangelo et al., 2013). 
Asimismo, Yu et al. y Egawa et al. han demostrado que aumenta la 
migración e invasión celular mediante su interacción con el gen PTEN 




Otro de los miRNAs en los que hemos identificado expresión 
diferencial entre los grupos de estudio es el miR-34a-5p. De nuevo, 
los niveles de expresión se han incrementado de forma progresiva 
desde nevus melanocíticos, a melanomas primarios y metastásicos. 
Además, en los estudios de expresión por arrays y su validación por 
PCR en tiempo real en las 22 muestras iniciales, hemos observado 
sobreexpresión de miR-34a-5p en los melanomas con mayor espesor 
tumoral y con presencia de mitosis; aunque esta asociación no ha 
mantenido significación estadística en la segunda serie de muestras. 
Estos resultados contrastan con lo reportado en la literatura, ya que 
miR-34a-5p se ha descrito como un supresor tumoral en diversas 
neoplasias mediante su interacción con genes diana como CDK4/6, 
cyclin E, MET, MYC y Bcl-2 (Yin et al., 2013). En cuanto a su 
implicación en melanoma, Satzger et al. han descrito menor expresión 
en melanomas con respecto a nevus melanocíticos (Satzger et al., 
2010). A su vez, Yan et al. han demostrado menor expresión en 
células de melanoma uveal comparado con melanocitos normales, así 
como una disminución de la proliferación y migración celular gracias 
a su interacción con la región 3´UTR del gen MET (Yan et al., 2009). 
De forma similar, Yamazaki  et al. han estudiado cuatro líneas 
celulares de melanoma y han demostrado que su sobreexpresión 
suprime la invasión celular (Yamazaki et al., 2012). Sin embargo, los 
resultados aquí obtenidos van en la línea de los reportados por 
Latchana  et al., que han estudiado la expresión de miR-34a-5p en una 
serie de neoplasias spitzoides y han identificado sobreexpresión en las 
neoplasias spitzoides atípicas comparadas con las benignas (Latchana 
et al., 2016b). Al igual que la expresión de miR-138-5p, la 
sobreexpresión de miR-34a-5p podría representar un mecanismo 
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compensatorio para suprimir el desarrollo y progresión del melanoma. 
De hecho, recientemente se ha reportado que la sobreexpresión de 
miR-34a-5p induce una disminución de la expresión de PD-L1 en 
muestras de LMA (Wang et al., 2015).  Por tanto, una posible 
hipótesis es que la sobreexpresión de miR-34a-5p podría ser un 
mecanismo compensatorio que incremente la respuesta inmune 
antitumoral en las neoplasias melanocíticas.  
 
Por otro lado, a pesar de que se ha reportado la implicación de 
miR-34a-5p en la regulación de la expresión de telomerasa, en nuestra 
serie no hemos observado asociación significativa de este miRNA con 
las mutaciones en el promotor del gen TERT. Xu et al. han 
demostrado que la sobreexpresión de miR-34a-5p inhibe la actividad 
telomerásica e induce acortamiento de los telómeros en células de 
hepatocarcinoma a través de su interacción con los genes c-MYC y 
FOXM1 (Xu et al., 2015).  
 
Con respecto a miR-30b-5p, se ha identificado su 
infraexpresión en diversas neoplasias, y se ha reportado su papel como 
supresor tumoral mediante su interacción con genes diana como 
EIF5A2, HOXA1 y EGFR (Tian et al., 2015; Li et al., 2017; Qin et al., 
2017; Qin et al., 2018). Por el contrario, en melanoma se ha descrito el 
papel de miR-30b-5p como promotor de la progresión tumoral, al 
haber identificado mayores niveles de expresión en melanomas 
metastásicos comparados con primarios, así como una sobreexpresión 
en melanomas con mayor índice de Breslow, subtipo histológico 
nodular y estadio tumoral avanzado (Gaziel-Sovran et al., 2011). 
Estos datos concuerdan con lo descrito en nuestra serie, en la que los 
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estudios de expresión mediante arrays y PCR en tiempo real en las 22 
muestras iniciales identificaron sobreexpresión en melanomas con alta 
tasa de crecimiento, mayor índice de Breslow, presencia de mitosis y 
mutaciones en el promotor del gen TERT. Sin embargo, estos 
resultados no se han confirmado en la segunda serie de melanomas. A 
este respecto, cabe mencionar que podría haber sido necesario un 
mayor número de muestras analizadas para mantener dicha 






















1. El estudio del perfil genético ha permitido obtener las 
siguientes conclusiones: 
 
1.1 El diseño del panel de genes de NGS incluye un total de 35 
genes con una cobertura global del 97,76%. El diseño es 
específico de melanoma dado que incluye genes con 
utilidad en su diagnóstico, pronóstico y tratamiento.  
 
1.2 Las métricas de calidad de la metodología demuestran un 
alto número de lecturas por amplicón con elevada 
uniformidad. La metodología posee alta sensibilidad 
analítica.  
 
1.3 Los genes más frecuentemente mutados son BRAF, el 
promotor del gen TERT y NRAS. Son frecuentes las 
mutaciones concurrentes entre los diferentes genes 
incluidos en el diseño del panel.  
 
1.4 Las mutaciones varían en función de la localización de los 
melanomas, del subtipo histológico, y de los parámetros 
histopatológicos con valor pronóstico como el índice de 
Breslow, la ulceración, el índice mitótico y el fenómeno de 
regresión. Las mutaciones en el promotor del gen TERT se 
asocian a menor supervivencia libre de enfermedad.  
 
1.5 Los melanomas primarios se clasifican correctamente en 




1.6 El estudio de los melanomas metastásicos revela elevada 
concordancia intertumoral en los genes BRAF, NRAS y 
promotor del gen TERT.  
 
2. El estudio de metilación ha permitido obtener las siguientes 
conclusiones: 
 
2.1  Los genes supresores tumorales RARB, PTEN, APC, 
CDH13 y ESR1 se encuentran frecuentemente metilados 
en los melanomas de nuestra serie.   
 
2.2 La frecuencia de metilación difiere significativamente en 
función de las características clínico-patológicas. Los 
genes RARB, PTEN y CDH13 se asocian a características 
de mayor agresividad, así como a una menor supervivencia 
libre de enfermedad y supervivencia global.  
 
3. El estudio de expresión de miRNAs ha permitido obtener las 
siguientes conclusiones: 
 
3.1 El estudio de los perfiles de expresión de miRNAs ha 
permitido identificar una firma de cuatro miRNAs 
diferencialmente expresados en los melanomas primarios 
en base  a las características clínico-patológicas de mal 






3.2 La sobreexpresión de los miRNAs seleccionados varía en 
función de las características clínico-patológicas. La mayor 
expresión de miR-138-5p se asocia a melanomas con 
características clínico-patológicas de mayor agresividad  y 
melanomas portadores de mutaciones en el promotor del 
gen TERT.  
 
3.3 Se  observa un incremento progresivo de la expresión de 
miR-34a-5p, miR-130b-3p  y miR-138-5p desde nevus 
melanocíticos a metástasis de melanoma.  
 
4. El estudio de las alteraciones genéticas y epigenéticas del 
melanoma proporciona información complementaria a las 
características clínico-patológicas. Su empleo en la práctica 
clínica podría ser de utilidad en el diagnóstico, en la 
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Anexo 1: Sondas empleadas para el estudio de metilación de 
promotores de TGSs (SALSA MS-MLPA probemix ME001-C1 
Tumour suppressor-1, MRC-Holland). 
Tamaño Pos
sonda Crom
TIMP3 142 22q12 TCCAG CG C CGAGGCAGCCTCGCT G CG C CCCATCCCGTCCCGCCGGGCACTCGG
APC 148 5q22 CAGCTGTGTAATCCGCTGGATGCGGACCAGG G CG C TCCCCATTCCCGTCGGGAGCCCGC
CDKN2A 161 9p21 CAGAGGGGAAGAGGAAAGAGGAAGAAG CG C TCAGATGCTCCGCGGCTGTCGTGAAGGTTAAAACCGAAAATAAAAAT
MLH1 167 3p22 CGTTGAGCATCTAGACGTTTCCTTGGCTCTTCTGG CG CC AAAATGTCGTTCGTGGCAGGGGTTATTC
MLH1 463 3p22 CTGCTGAGGTGATCTG G CG C AGAGCGGAGGAGGTGCTTG G CG C TTCTCAGGCTCCTCCTCT
ATM 184 11q22 GGAGGGAGGAGGCGAGAGGAGTCGGGATCT G CG C TGCAGCCACCGCCGCGGTTGATACTACTTT
RARB 193 3p24 CCGCCGGCTTGT G CG C TCGCTGCCTGCCTCTCTGGCTGTCTGCTTTTGCAGGGCTGCT
CDKN2B 211 9p21 CTGCGACAGCTCCTGGAAGCCGG CG CG GATCCCAACGGAGTCAACCGTTTCGGGAGG
HIC1 220 17p13 CCGCTCCAGATAAGAGTGTGCGGAAAG CG C GGCGGGGCTGAGACGCGACCAGGAC
CHFR 238 12q24.33 CGCGAGAGTAGG CG C GTGGAGGGCGCTCGGCCATCTTTGATCCTGACCAGGCGACTTCGT
BRCA1 246  17q21 TTCTCAGATAACTGGGCCCCT G CG C TCAGGAGGCCTTCACCCTCTGCTCTGGGTAAAGG
CASP8 265 2q33 CTTTCCAATAAAGCATGTCCAG CG C TCGGGCTTTAGTTTGCACGTCCATGAATTGTCTGCCACA
CDKN1B 274 12p13 AGCCCCT G CG CG C TCCTAGAGCTCGGGCCGTGGCTCGTCGGGGTCTGTGTCTTT
KLLN 292 10q23 CACCGGAGCGGG CG C AGGAGAGGCCTGCGGGGTGCGTCCCACTCACAGGGAT
BRCA2 301 13q13 CGGGAGAAGCGTGAGGGGACAGATTTGTGACCG G CG C GGTTTTTGTCAGCTTACTCCGGCCAAAAAAGA
CD44 319 11p13 CTCCTTTCGCCCG CG C CCTCCGTTCGCTCCGGACACCATGGACAAGTTTTGGTGG
RASSF1 328 3p21 CAGTCCCTGCACCCAGGTTTCCATT G CG C GGCTCTCCTCAGCTCCTTCCCGCCGC
RASSF1 382 3p21 GTCCACAGGGCGGGCCCCGACTTCAG CG C CTCCCCCAGGATCCAGA
DAPK1 346 9q21 CGCGAGGATCTGGAGCGAACTGCT G CG C CTCGGTGGGCCGCTCCCTTCCCTCCCT
VHL 353  3p25 GCGAAGACTACGGAGGTCGACTCGGGAG CG CG C ACGCAGCTCCGCCCCGCGTCCGACC
ESR1 373  6q25 CGCCCGCCGTGTACAACTACCCCGAGG G CG C CGCCTACGAGTTCAACGCCGCGGC
TP73 400 1p36 CGCCCGCGAAGGGGACGCAGCGAAACCGGGGCCC G CG C CAGGCCAGCCGGGA
FHIT 409  3p14 CGCGGGTCTGGGTTTCCACG CG CG TCAGGTCATCACCCCGGAGCCCAGTGGG
CADM1 427  11q23 CTGGAGCCCGAGTCCTTGCACGCCAG G CG C CCGGGAGAACACTTTTTCCTTGATCCGGGGAAAGC
CDH13 436 16q23 TTCTGTGCGTTCTCCTGTCCCAGGTAGGGAAGAGGGGCTGCCGGGC G CG C TCTG
GSTP1 454  11q13 CGAAGAGCGGCCGG CG C CGTGACTCAGCACTGGGGCGGAGCGGGGCGGGACC
CREM 136 10p11.21 GCTCCTCCACCAGGTGCTACAATTGTACAGTACGCAGCACAATCAGCTGATGGCACACAGCAGT
PARK2 154 6q26 CGTTCACGACCCTCAACTTGGCTACTCCCTGCCTTGTGTGGGTAAGTCTAGCATGTTTTCTCTCCAT
TNFRSF1A 175 12p13 GCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCTGTCTGGC
MLH3 202 14q24 GCGACCTTGTTCTTCCTTTCCTTCCGAGAGCTCGAGCAGAGAGGACTGTGATGAGACAGGATAACAG
PAH 229 12q23 CAGTGCCCTGGTTCCCAAGAACCATTCAAGAGCTGGACAGATTTGCCAATCAGATTCTCAG
BCL2 256 18q21 CTTCTCCTGGCTGTCTCTGAAGACTCTGCTCAGTTTGGCCCTGGTGGGAGCTTG
TSC2 281 16p13 GAGCCAGAGAGAGGCTCTGAGAAGAAGACCAGCGGCCCCCTTTCTCCTCCCACAGGGCCTCCT
CDK6 310 7q21 GCGTGATTGGACTCCCAGGAGAAGAAGACTGGCCTAGAGATGTTGCCCTTCCCAGGCAGGCTTTTCA
CDH1 337 16q22 TATGAAGGAAGCGGTTCCGAAGCTGCTAGTCTGAGCTCCCTGAACTCCTCAGAGTCAGACAAAGACCAGGAC
CELF-2 364 10p14 CAATTGCCATTTTTTCCTGACATTCACTGTGGAAATTTGGTGCACGACACTGTTAGGGGAGATCTGT
KLK3 390 19q13 TGTGTCACCATGTGGGTCCCGGTTGTCTTCCTCACCCTGTCCGTGACGTGGA
BRCA2 418 13q13 GGCCATGGAATCTGCTGAACAAAAGGAACAAGGTTTATCAAGGGATGTCACAACCGTGTGGAAGTTGCG
CD27 444 12p13 GAAAGTCCTGTGGAGCCTGCAGAGCCTTGTCGTTACAGCTGCCCCAGGGAGG
CTNNB1 475 3p22 GGCTGTTAGTCACTGGCAGCAACAGTCTTACCTGGACTCTGGAATCCATTCTGGTGCCACT




Anexo 2: Diseño del panel de genes estudiados por NGS 
 
























































































































TERT NM_198253.2 5p15.33 1293780 1293894 20 1 99
12 100KIT NM_000222.2 4q12 208
3 100
PIK3CA NM_006218.2 3q26.3 127 8 100
BAP1 NM_004656.33p21.31-p21.2 41
100
MITF NM_198159.23p14.2-p14.1 71 6 100
ALK NM_004304.4 2p23 200 16
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BRAF NM_004333.4 7q34 199 5 100
STK19 NM_032454.1 6p21.3 20


































































STK31 NM_031414.4 7p15.3 281 20 100
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6 100PPP6C NM_002721.4 9q33.3 110
3 100
TAF1L NM_153809.2 9p21.1 141 11 100
GNAQ NM_002072.4 9q21 41
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MC1R NM_002386.3 16q24.3 110 5 94
MAP2K1 NM_002755.315q22.1-q22.33 162
2 100
KRAS NM_033360.3 12p12.1 50 4 100
HRAS NM_001130442.1 11p15.5 21




































































ADAMTS18 NM_199355.2 16q23 310 21 100
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5 100IRS4 NM_003604.2 Xq22.3 72
4 100
STK11 NM_000455.4 19p13.3 100 8 100
MAP2K2 NM_030662.3 19p13.3 50








      
Gen Proteína Codificante Posicion chr Exón FA (%) Funcion COSMIC Provean SIFT Polyphen SNPS&GO Condel
NRAS Glu62Gln c.184G>C chr1:115256527 3 7,65 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr1:115256529 3 3,00 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr1:115256529 3 6,81 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr1:115256529 3 7,40 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr1:115256529 3 7,55 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr1:115256529 3 5,00 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr1:115256529 3 3,00 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Leu c.182A>T chr1:115256529 3 23,78 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr1:115256529 3 6,75 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr1:115256529 3 18,06 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr1:115256529 3 39,74 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Lys c.181C>A chr1:115256530 3 15,00 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Gln61Lys c.181C>A chr1:115256530 3 7,41 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Gln61Lys c.181C>A chr1:115256530 3 40,03 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Gln61Lys c.181C>A chr1:115256530 3 2,00 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Gln61Lys c.181C>A chr1:115256530 3 2,00 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Gln61Lys c.181C>A chr1:115256530 3 16,80 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
HOXD8 Lys254Arg c.761A>G chr2:76996228 2 3,17 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Ne Del
ERBB4 Pro1297Ser c.3889C>T chr2:212248378 28 5,10 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Ne Del
Glu1287Lys c.3859G>A chr2:212248408 28 4,45 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Ne Del
Pro1170Ser c.3508C>T chr2:212248759 28 18,58 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Pro1025Ser c.3073C>T chr2:212285228 25 25,38 Mi Otros Del Dam Be Dis Ne
Glu1010Lys c.3028G>A chr2:212285273 25 6,46 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Ala978Ser c.2932G>T chr2:212286764 24 19,91 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Gly918Glu c.2753G>A chr2:212288993 23 22,37 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Gly907Glu c.2720G>A chr2:212289026 23 4,54 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Glu872Lys c.2614G>A chr2:212295699 21 4,38 Mi MM Del Dam Pos_Dam Ne Ne
Arg847Cys c.2539C>T chr2:212295774 21 4,85 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
His801fs c.2401_2402insC chr2:212426713 20 4,89 FraI ND NA NA NA NA NA
Lys745Thr c.2234A>C chr2:212483969 19 5,44 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Arg711Cys c.2131C>T chr2:212488718 18 8,80 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
Glu691Lys c.2071G>A chr2:212495195 17 9,01 Mi MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
Arg684fs c.2046delG chr2:212495219 17 6,02 FraDel ND NA NA NA NA NA
Gln558Lys c.1672C>A chr2:212537933 14 7,66 Mi ND Ne Dam Pos_Dam Dis Ne
Arg525Pro c.1574G>C chr2:212543825 13 4,00 Mi ND Ne Dam Pos_Dam Dis Ne
Arg525Pro c.1574G>C chr2:212543825 13 3,09 Mi ND Ne Dam Pos_Dam Dis Ne
Glu452Lys c.1354G>A chr2:212566827 12 9,15 Mi MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
Glu452Lys c.1354G>A chr2:212566827 12 22,98 Mi MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
His204Tyr c.610C>T chr2:212615376 5 17,15 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Ne Del
Arg106Cys c.316C>T chr2:212812260 3 19,10 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg106Cys c.316C>T chr2:212812261 3 20,03 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
BAP1 Lys61Arg c.182A>G chr3:52442563 4 4,04 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
MITF Glu318Lys c.1255G>A chr3:70014091 10 48,00 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Dis Del
Glu318Lys c.1255G>A chr3:70014091 10 49,00 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Dis Del
KIT Pro524Leu c.1571C>T chr4:55593414 10 22,80 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Tyr553Ser c.1658A>C chr4:55593592 11 31,80 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
Leu576Pro c.1727T>C chr4:55593661 11 87,56 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Leu576Pro c.1727T>C chr4:55593661 11 13,00 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Tyr578Cys c.1733A>G chr4:55593667 11 43,94 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg804Leu c.2411G>T chr4:55599285 17 25,80 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
STK19 Thr281Ile c.842_843delCCinsTT chr6:3194825 6 29,74 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Glu88Lys c.262G>A chr6:31940120 2 4,10 Mi ND Del Dam Pos_Dam Ne Ne
EPHA7 Ser951Phe c.2852C>T chr6:93955046 16 29,44 Mi ND Del Dam Be Dis Del
Ser951Phe c.2852C>T chr6:93955046 16 2,73 Mi ND Del Dam Be Dis Del
Arg880Gly c.2638A>G chr6:93956598 15 7,08 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
Gly524Arg c.1570G>A chr6:93979258 7 40,32 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Ne
Val434Ala c.1301T>C chr6:94066458 5 4,40 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Glu240Lys c.718G>A chr6:94120333 3 6,43 Mi MM Ne Dam Pro_Dam Ne Del
Arg231Ter c.691C>T chr6:94120360 3 22,42 No MM NA NA NA NA NA
Asn82fs c.245_246insA chr6:94120805 3 2,00 FraI ND Del Dam NA NA NA
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STK31 Glu443Lys c.1327G>A chr7:23702453 11 12,79 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Dis Ne
Glu553Lys c.1657G>A chr7:23709319 13 8,95 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Ne Del
Pro624Leu c.1871C>T chr7:23711803 15 15,77 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Trp645Ter c.1935G>A chr7:23711867 15 20,15 No ND NA NA NA NA NA
Arg728Gln c.2183G>A chr7:23725131 18 42,59 Mi Otros Ne Dam Pos_Dam Ne Del
Pro744Leu c.2231C>T chr7:23725179 18 9,75 Mi MM Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Pro936Ser c.2806C>T chr7:23754808 23 33,50 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
GRM3 Asp25fs c.69_70insG chr7:86394530 2 3,78 FraI ND NA NA NA NA NA
Asp185Asn c.553G>A chr7:86415661 3 1,75 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Asp279Asn c.835G>A chr7:86415943 3 13,16 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Asp280Asn c.838G>A chr7:86415946 3 6,65 Mi MM Del Tolerated Pro_Dam Ne Del
Asp280Asn c.838G>A chr7:86415946 3 6,95 Mi MM Del Tolerated Pro_Dam Ne Del
Arg612Gln c.1835G>A chr7:86468665 4 8,15 Mi Otros Del Dam Pos_Dam Dis Del
Gln829Ter c.2485C>T chr7:86479779 5 7,81 No ND NA NA NA NA NA
TRRAP Pro814Ser c.2440C>T chr7:98515120 20 31,87 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Disease
BRAF Pro731Ser c.2191C>T chr7:140434507 18 18,29 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Lys601Glu c.1801A>G chr7:140453134 15 8,60 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Ne
Lys601Glu c.1801A>G chr7:140453134 15 17,00 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Ne
Lys601Glu c.1801A>G chr7:140453134 15 15,01 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Ne
Lys601Glu c.1801A>G chr7:140453134 15 46,37 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 34,60 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 5,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 16,82 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 45,99 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys c.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 11,32 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 6,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 7,87 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 5,56 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 22,82 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 6,21 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 7,96 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 5,16 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 9,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 20,86 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys c.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 25,39 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 4,86 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 1,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 15,14 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys c.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 14,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 7,37 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 12,63 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3,81 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 1,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 10,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 12,92 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 4,10 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 37,16 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 4,15 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 24,47 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys c.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 9,18 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 4,06 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 17,30 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 9,12 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
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Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys c.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 67,37 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 50,47 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 15,28 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 38,55 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 6,33 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,38 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,31 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 26,35 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 6,95 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 57,74 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 35,26 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 24,90 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 38,84 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 14,45 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 43,52 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 8,21 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 80,34 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 37,20 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 8,16 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 51,62 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Leu597Arg c.1790T>G chr7:140453145 15 4,05 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Leu584Phe c.1750C>T chr7:140453185 15 23,11 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Gly464Arg c.1390G>A chr7:140481418 11 6,81 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del
MET Pro9Thr c.25C>A chr7:116339163 2 47,93 Mi ND Ne Dam Pos_Dam Dis Del
Pro147Thr c.439C>A chr7:116339577 2 8,93 Mi MM Ne Dam Pos_Dam Dis Ne
Ser203del c.606_608delTTC chr7:116339743 2 49,65 FraI ND Del NA NA NA NA
Arg277Lys c.830G>A chr7:116339968 2 6,45 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Arg277Lys c.830G>A chr7:116339968 2 27,81 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Arg304fs c.904_905insA chr7:116340042 2 2,64 FraI ND NA NA NA NA NA
Thr511Met c.1532C>T chr7:116380910 5 44,90 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Dis Ne
Pro570Ser c.1707_1708delCCinsTT chr7:116395414 6 3,28 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Gly606Glu c.1817G>A chr7:116395524 6 4,32 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Leu833fs c.2492_2493insC chr7:116403177 11 6,10 FraI ND NA NA NA NA NA
Asp946Asn c.2836G>A chr7:116411603 13 14,68 Mi ND Ne Tolerated Pos_Dam Dis Del
Thr1010Ile c.3029C>T chr7:116411990 14 36,99 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Dis Ne
Thr1010Ile c.3029C>T chr7:116411990 14 58,50 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Dis Ne
Gly1146Arg c.3436G>A chr7:116418871 17 7,71 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Gly1162Arg c.3484G>A chr7:116418919 17 3,15 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
RAC1 Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 2,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 2,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 1,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 1,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 3,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 2,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 15,72 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 2,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 57,41 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro69Leu c.206C>T chr7:6431653 3 20,82 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
PREX2 Glu222Lys c.664G>A chr8:68942852 6 9,30 Mi ND Del Dam Pos_Dam Ne Del
Glu222Lys c.664G>A chr8:68942852 6 37,68 Mi ND Del Dam Pos_Dam Ne Del
Trp234Ter c.702G>A chr8:68942890 6 22,96 No ND NA NA NA NA NA
Gly250Arg c.748G>A chr8:68950436 7 11,61 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Asp312Asn c.934G>A chr8:68956816 8 4,62 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Asp312Asn c.934G>A chr8:68956816 8 1,15 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Asp312Asn c.934G>A chr8:68956816 8 4,09 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Ala315Thr c.943G>A chr8:68956825 8 5,09 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Trp328Ter c.984G>A chr8:68965372 9 19,05 No MM NA NA NA NA NA
Lys364Ile c.1091A>T chr8:68965479 9 26,61 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
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Gly412Arg c.1234G>A chr8:68968205 10 5,80 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Leu549Phe c.1645C>T chr8:68992680 16 5,10 Mi MM Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Pro681Ser c.2041C>T chr8:68999972 19 7,45 Mi MM Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Asn974fs c.2917_2918insA chr8:69020545 24 3,14 FraI ND NA NA NA NA NA
Leu1144Arg c.3431T>G chr8:69031676 28 3,36 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Arg1149Cys c.3445C>T ch8:69031690 28 15,10 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Pro1222Ser c.3664C>T chr8:69033224 30 32,25 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Gly1372Ter c.4114G>T chr8:69058470 34 6,54 No ND NA NA NA NA NA
Gly1372Glu c.4115G>A chr8:69058471 34 3,99 Mi MM Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Gly1399Glu c.4196G>A chr8:69058552 34 16,20 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
CDKN2A Pro48Leu c.143C>T chr9:21974684 1 30,86 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
TAF1L Glu1147Lys c.3439G>A chr9:32632139 1 60,83 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
GNAQ Arg183Gln c.548G>A chr9:80412493 4 7,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
PPP6C Arg264Cys c.790C>T chr9:127912080 7 7,44 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg264Cys c.790C>T chr9:127912080 7 2,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg264Cys c.790C>T chr9:127912080 7 2,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg264Cys c.790C>T chr9:127912080 7 8,75 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp193Tyr c.577G>T chr9:127915904 6 2,95 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
PTEN Arg14del c.40_42delAGG chr10:89624265 1 52,62 NonFraDel ND Del NA NA NA NA
Tyr27Ter c.81T>A chr10:89653783 2 3,05 No Otros NA NA NA NA NA
Pro30Ser c.88C>T chr10:89653790 2 10,96 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Pro38Ser c.112C>T chr10:89653814 2 20,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg47Lys c.140G>A chr10:89653842 2 47,14 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
Phe56Val c.166T>G chr10:89685271 3 25,59 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asn63fs c.183_184insA chr10:89685288 3 5,02 FraI ND NA NA NA NA NA
Lys164fs c.486_487insA chr10:89693002 5 28,82 FraI MM NA NA NA NA NA
Arg173His c.518G>A chr10:89711900 6 19,41 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
Phe278Leu c.834C>G chr10:89720683 8 23,04 Mi Otros Del Dam Pos_Dam Dis Del
Phe278Leu c.834C>G chr10:89720683 8 22,14 Mi Otros Del Dam Pos_Dam Dis Del
Phe278Leu c.834C>G chr10:89720683 8 36,46 Mi Otros Del Dam Pos_Dam Dis Del
Gly282Arg c.844G>A chr10:89720693 8 5,10 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Dis Del
Phe341fs c.1023delT chr10:89720868 8 21,77 NonFraDel ND NA NA NA NA NA
Thr350fs c.1043_1044insA chr10:89725060 9 6,41 FraI ND NA NA NA NA NA
KRAS Ala146Val c.437C>T chr12:25378561 4 10,61 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr12:25380276 3 61,01 Mi Otros Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chr12:25380276 3 5,30 Mi Otros Del Dam Be Dis Del
Gly12Val c.35G>T chr12:25398284 2 80,80 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Dis Del
CDK4 Arg24His c.71G>A chr12:58145430 2 10,69 Mi MM Del Dam Be Dis Ne
Arg24His c.71G>A chr12:58145430 2 11,66 Mi MM Del Dam Be Dis Ne
Arg24Cys c.70C>T chr12:58145431 2 6,34 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Ne
Arg24Cys c.70C>T chr12:58145431 2 3,12 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Ne
MAP2K1 Ile103_Lys104del c.305_310delAGATCA chr15:66729096 3 11,53 NonFraDel ND Del NA NA NA NA
MAP2K1 Pro124Leu c.371C>T chr15:66729163 3 4,90 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
GRIN2A Pro1366Leu c.4097C>T chr16:9857304 13 8,80 Mi MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
Pro1366Ser c.4096C>T chr16:9857305 13 28,45 Mi Otros Del Dam Be Ne Del
Ser1232Phe c.3695C>T chr16:9857706 13 37,16 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Glu838Lys c.2512G>A chr16:9862791 12 4,11 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Glu789Lys c.2365G>A chr16:9862938 12 16,70 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Trp771Ter c.2313G>A chr16:9892177 11 36,38 No ND NA NA NA NA NA
Asp742Asn c.2224G>A chr16:9892266 11 3,65 Mi ND Del Dam Pos_Dam Dis Ne
Arg681Gln c.2042G>A chr16:9916247 10 6,26 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Arg681Gln c.2042G>A chr16:9916247 10 17,18 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Arg681Ter c.2041C>T chr16:9916248 10 27,41 No ND NA NA NA NA NA
Gln661Ter c.1981C>T chr16:9923306 9 18,76 No ND NA NA NA NA NA
Met653Ile c.1959G>A chr16:9923328 9 41,93 Mi MM Del Dam Pos_Dam Dis Ne
Gly583Arg c.1747G>A chr16:9927992 8 18,15 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Ser245Phe c.734C>T chr16:10032089 3 5,95 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Ser245Phe c.734C>T chr16:10032089 3 4,20 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Ser232Phe c.695C>T chr16:10032128 3 18,37 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Ser224Phe c.671C>T chr16:10032152 3 5,93 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Ser150Phe c.449C>T chr16:10032374 3 14,12 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp88Asn c.262G>A chr16:10274007 2 13,81 Mi ND Ne Dam Pro_Dam Ne Del
Pro32Ser c.94C>T chr16:10274175 2 22,43 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Ne
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Mi: Missense; No: Nonsense; FraI: Frameshift insertion; NonFraDel: Non 
frameshift deletion;  MM: Melanoma; ND: No descrita; Ri MM: riesgo melanoma; 
Del: Deleterious; Ne: neutral; Dam: damaging; Pro_Dam: Probably damaging; 
Pos_Dam: Possibly damaging; Be: Benign; Dis: disease
ADAMST18 Arg1053Trp c.3157C>T chr16:77327005 20 4,95 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Arg1053Trp c.3157C>T chr16:77327005 20 52,65 Mi ND Del Dam Pro_Dam Ne Del
Pro1027Ser c.3079C>T chr16:77327083 20 16,10 Mi MM Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Arg1009Ter c.3025C>T chr16:77327137 20 48,71 No Otros NA NA NA NA NA
Gly467Glu c.1400G>A chr16:77389897 9 13,16 Mi ND Del Dam Pos_Dam Dis Ne
Gly377Glu c.1130G>A chr16:77396088 7 2,37 Mi ND Del Tolerated Pro_Dam Dis Del
Ser285Leu c.854C>T chr16:77398203 5 23,08 Mi MM Del Dam Pos_Dam Ne Del
Ser285Leu c.854C>T chr16:77398203 5 4,55 Mi MM Del Dam Pos_Dam Ne Del
MC1R Phe45Leu c.133T>C chr16:89985799 1 53,40 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Ne Ne
Ser83Pro c.247T>C chr16:89985913 1 50,10 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Asp84Glu c.252C>A chr16:89985918 1 47,85 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
Gly136Asp c.407G>A chr16:89986073 1 50,90 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg142His c.425G>A chr16:89986091 1 39,99 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg142His c.425G>A chr16:89986091 1 44,19 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg142His c.425G>A chr16:89986091 1 46,80 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg142His c.425G>A chr16:89986091 1 50,22 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg142His c.425G>A chr16:89986091 1 52,87 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg142His c.425G>A chr16:89986091 1 42,30 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg151Cys c.451C>T chr16:89986117 1 100,00 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg151Cys c.451C>T chr16:89986117 1 51,25 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg151Cys c.451C>T chr16:89986117 1 53,65 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg151Cys c.451C>T chr16:89986117 1 61,25 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg151Cys c.451C>T chr16:89986117 1 53,20 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Arg151Cys c.451C>T chr16:89986117 1 48,62 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Ile155Thr c.464T>C chr16:89986130 1 47,33 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
Ile155Thr c.464T>C chr16:89986130 1 50,48 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
Ile155Thr c.464T>C chr16:89986130 1 49,42 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
Ile155Thr c.464T>C chr16:89986130 1 53,29 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
Ile155Thr c.464T>C chr16:89986130 1 46,40 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Ne Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 50,91 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 54,06 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 50,58 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 48,51 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 36,60 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 50,23 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 46,47 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 52,85 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 57,45 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Arg160Trp c.478C>T chr16:89986144 1 48,40 Mi Ri MM Del Dam Pos_Dam Dis Del
Asp294His c.880G>C chr16:89986546 1 95,00 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp294His c.880G>C chr16:89986546 1 100,00 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp294His c.880G>C chr16:89986546 1 48,59 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp294His c.880G>C chr16:89986546 1 46,30 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp294His c.880G>C chr16:89986546 1 47,04 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp294His c.880G>C chr16:89986546 1 45,90 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp294His c.880G>C chr16:89986546 1 46,28 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp294His c.880G>C chr16:89986546 1 48,37 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Asp294His c.880G>C 89986546 1 100,00 Mi Ri MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
NF1 Ser82Phe c.245C>T chr17:29486068 3 2,45 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Arg440Ter c.1318C>T chr17:29533315 12 7,60 No MM NA NA NA NA NA
Arg711Cys c.2131C>T chr17:29553582 18 4,71 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Ne
Gln1070Ter c.3208C>T chr17:29559101 25 23,46 No ND NA NA NA NA NA
Arg1362Ter c.4084C>T chr17:29576111 30 45,08 No MM NA NA NA NA NA
Arg1362Ter c.4084C>T chr17:29576111 30 17,15 No MM NA NA NA NA NA
Arg1437Lys c.4310G>A chr17:29585498 32 39.56 Mi ND Ne Dam Be Dis Del
Trp1512Ter c.4536G>A chr17:29587492 34 30,80 No ND NA NA NA NA NA
Lys1844Thr c.5531A>C chr17:29654779 38 6,31 Mi ND Del Dam Pos_Dam Dis Ne
Leu1860Pro c.5579T>C chr17:29654827 38 36.84 Mi ND Del Dam Pro_Dam Dis Del
Thr2196fs c.6576_6577insGA chr17:29664534 43 27,09 FraI ND NA NA NA NA NA
STK11 Pro280Leu c.839C>T chr19:1221316 6 17,68 Mi ND Del Dam Pos_Dam Ne Del
GNA11 Pro193Leu c.578C>T chr19:3115043 4 15,18 Mi ND Del Dam Pos_Dam Dis Del
MAP2K2 Glu207Lys c.619G>A chr19:4101103 6 5,64 Mi Otros Del Dam Pro_Dam Ne Ne
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